Optimization of lactic acid fermentation of cianobacteria species Arthrospira platensis by Mahnič, Nik
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nik MAHNIČ  
 
 
OPTIMIZACIJA MLEČNOKISLINSKE 
FERMENTACIJE CIANOBAKTERIJ VRSTE 
Arthrospira platensis 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij – 2. stopnja Živilstvo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019  
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ODDELEK ZA ŽIVILSTVO 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nik MAHNIČ 
 
 
 
OPTIMIZACIJA MLEČNOKISLINSKE FERMENTACIJE 
CIANOBAKTERIJ VRSTE Arthrospira platensis 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja Živilstvo 
 
 
OPTIMIZATION OF LACTIC ACID FERMENTATION OF 
CIANOBACTERIA SPECIES Arthrospira platensis 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes: Field Food Science and Technology 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
Mahnič N. Optimizacija mlečnokislinske fermentacije cianobakterij vrste Arthrospira platensis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Živilstvo. Delo 
je bilo opravljeno na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil Oddelka za 
živilstvo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Polono Jamnik in za recenzentko znan. svet. dr. Bojano Bogovič Matijašić. 
 
 
Mentorica:   prof. dr. Polona JAMNIK 
Univ. v Ljubljani, Biotehniška fak., Oddelek za živilstvo 
 
Recenzentka:   znan. svet. dr. Bojana BOGOVIČ MATIJAŠIĆ 
Univ. v Ljubljani, Biotehniška fak., Oddelek za zootehniko 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
 
Predsednik:  
 
Član:   
 
Član:   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
 
 
Nik Mahnič 
Mahnič N. Optimizacija mlečnokislinske fermentacije cianobakterij vrste Arthrospira platensis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
ŠD Du2  
DK UDK 582.232:602.42+604.4:577.1(043)=163.6 
KG mikroalge, cianobakterije, Arthrospira platensis, spirulina, mlečnokislinska 
fermentacija, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, optimizacija, 
antioksidativna učinkovitost, Saccharomyces cerevisiae 
 AV MAHNIČ, Nik, dipl. inž. živ. in preh. (UN) 
SA JAMNIK, Polona (mentorica), BOGOVIČ MATIJAŠIĆ, Bojana (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
LI 2019 
IN OPTIMIZACIJA MLEČNOKISLINSKE FERMENTACIJE CIANOBAKTERIJ 
VRSTE Arthrospira platensis 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja Živilstvo) 
OP XII, 44 str., 16 pregl., 11 sl., 3 pril., 49 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Arthrospira platensis (spirulina) je mikroalga, ki jo ljudje že tisočletja uživamo 
predvsem zaradi visoke vsebnosti visokokakovostnih beljakovin, vitaminov, 
mineralov in drugih bioaktivnih spojin. Zaradi znanih ugodnih vplivov 
mlečnokislinske fermentacije na obstojnost, funkcionalnost in senzorične lastnosti 
živil, smo svežo biomaso mikroalge A. platensis podvrgli mlečnokislinski 
fermentaciji z dvema vrstama mlečnokislinskih bakterij – Lactobacillus plantarum 
in Lactobacillus brevis. S spreminjanjem velikosti inokuluma (1 %, 5 % (v/v)), 
dodanih hranil (dH2O, raztopina glukoze in kvasnega ekstrakta, ter 0,9 in 3 % (m/v) 
NaCl) in časa fermentacije (24, 48, 72 h) smo iskali optimalne razmere fermentacije 
glede na merjene parametre (vrednost pH, koncentracija mlečnokislinskih bakterij in 
koncentracija mlečne kisline). Mlečnokislinska fermentacija je najbolj učinkovito 
potekla z 1 % inokulumom in dodatkom fiziološke raztopine kot tekočine. Zaradi 
nespremenjenih vrednosti v času med 24 in 72 h smo se odločili, da je optimalen čas 
fermentacije 24h. Ugotovili smo tudi, da so v mikroalgni biomasi že prisotne nativne 
mlečnokislinske bakterije, ki do neke mere samostojno izpeljejo fermentacijo, a 
večjega prispevka ob uporabi starterske kulture ne dajo. Preizkusili smo tudi 
antioksidativno učinkovitost vodnih in etanolnih ekstraktov nefermentirane in 
fermentirane mikroalgne paste na celicah kvasovk Saccharomyces cerevisiae. V 
primerjavi z nefermentirano pasto se je po fermentaciji antioksidativna učinkovitost 
etanolnih ekstraktov paste povečala, pri vodnih ekstraktih pa se ni spremenila oz. se 
je zmanjšala, kar pa je bilo odvisno od koncentracije ekstrakta in uporabljene 
starterske kulture. Mikroalga A. platensis se je izkazala kot dober samostojni substrat 
za mlečnokislinsko fermentacijo, pri čemer so se spremenile tudi antioksidativne 
lastnosti, ki smo jih preverili na celičnem modelu. 
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LA sl 
AL sl/en 
AB Arthrospira platensis (spirulina) belongs to microalgae and has been consumed by 
humans for millennia mainly because of its high content of high quality proteins, 
vitamins, minerals and other bioactive compounds. Due to the known beneficial 
effects of lactic acid fermentation on the shelf life, functionality and sensory 
properties, fresh biomass of A. platensis microalgae was subjected to lactic acid 
fermentation by two lactic acid bacteria species - Lactobacillus plantarum and 
Lactobacillus brevis. By varying inoculum size (1 %, 5 % (v / v)), nutrients added 
(dH2O, solution of glucose and yeast extract, 0.9 and 3 % (w/v) NaCl) and 
fermentation time (24, 48, 72 h) the optimal fermentation conditions according to the 
measured parameters (pH, lactic acid bacteria concentration and lactic acid 
concentration) were selected. Lactic acid fermentation proceeded optimal with 1 % 
inoculum and addition of 0,9 % (w/v) NaCl as a liquid. Due to the constant values 
between 24 and 72 h, 24 h was selected as the optimal fermentation time. We also 
found that native lactic acid bacteria are already present in the microalgal biomass, 
which independently perform the fermentation to some extent, but they do not make 
a major contribution when using starter culture. Furthermore, the antioxidant activity 
of water and ethanol extracts of non-fermented and fermented microalgae paste using 
yeast Saccharomyces cerevisiae was tested. Compared to non-fermented paste, the 
antioxidant activity of ethanol paste extracts increased after fermentation, but 
decreased or did not change in water extracts, depending on the concentration of the 
extract and the starter culture used. The A. platensis microalgae proved to be a good 
sole substrate for lactic acid fermentation where their antioxidative properties tested 
on the cell model also changed.  
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YEPD  gojišče – glukoza, kvasni ekstrakt, pepton (angl. yeast extract peptone 
dextrose) 
ZIM Zbirka industrijskih mikroorganizmov Biotehniške fakultete, Univerze v 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Že dolgo je znano, da mlečnokislinska fermentacija pozitivno vpliva na povečanje vsebnosti 
bioaktivnih snovi, teksturo in ostale senzorične lastnosti izdelka, rok trajanja izdelka ter 
ekstrakcijo hranil iz matriksa fermentiranega živila (Lee, 1997). Zaradi vseh pozitivnih 
lastnosti, ki jih z mlečnokislinsko fermentacijo lahko dosežemo v živilu, je vse večji interes 
izvesti fermentacijo na netipičnih substratih, da bi s tem pridobili novo živilo z izboljšanimi 
lastnostmi in povečano funkcionalnostjo. Kot netipičen substrat za mlečnokislinsko 
fermentacijo smo se odločili za mikroalge vrste Arthrospira platensis (Spirulina), ki naj bi 
bila ena najstarejših fotoavtotrofnih organizmov na našem planetu. V prehranske namene jo 
uporabljajo že tisočletja, dandanes pa jo ljudje uživamo v obliki posušene biomase ali tablet, 
kot prehransko dopolnilo. Zanimiva je zaradi svojih pozitivnih prehranskih lastnosti, tj. 
visoke vsebnosti beljakovin (do 60 % v suhi snovi), vsebnosti esencialnih maščobnih kislin, 
barvil, pomembnejših vitaminov (npr. B12), mineralov (predvsem Fe) in antioksidantov. 
Raziskave na področju fermentacije alg so se pričele relativno pozno in sicer v 70-ih in 80-
ih letih prejšnjega stoletja. Alge so sprva fermentirali v namen pridobivanja biogoriv - 
etanola, metana in vodika, šele kasneje pa so alge podvrgli mlečnokislinski fermentaciji v 
prehranske namene (Uchida in Miyoshi, 2013). Večina dosedanjih raziskav vključuje 
spirulino med mlečnokislinsko fermentacijo le kot dodatek, le redki pa so jo uporabili kot 
samostojni substrat. Mlečnokislinska fermentacija mikroalge A. platensis kot samostojnega 
substrata bi tako lahko nadomestila do sedaj uporabljene tehnike sušenja in z njo povezane 
izgube, medtem ko lahko od fermentiranega produkta pričakujemo tudi izboljšane 
funkcionalne in prehranske lastnosti.  
 
1.2 CILJI NALOGE 
• Določiti optimalne razmere mlečnokislinske fermentacije sveže biomase mikroalge 
A. platensis glede na spremljajoče parametre (pH, koncentracija mlečne kisline in 
število bakterijskih kolonij mlečnokislinskih bakterij). 
• Primerjati antioksidativno učinkovitost ekstraktov, pridobljenih pred in po 
fermentaciji, na celice kvasovk Saccharomyces cerevisiae, kot modelni organizem. 
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1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Pri delu predvidevamo, da:  
• bomo za izbrano mikroalgo našli primerno kombinacijo parametrov, ki bo vodila v 
optimalno mlečnokislinsko fermentacijo, 
• bo potek mlečnokislinske fermentacije predvsem odvisen od izbrane vrste 
mlečnokislinskih bakterij, 
• bodo ekstrakti fermentirane paste delovali bolj antioksidativno kot ekstrakti 
nefermentirane paste. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 SPIRULINA (Arthrospira platensis)  
Spirulina (Arthrospira platensis ali Spirulina platensis) je cianobakterija, ki jo zaradi svoje 
fotosintetske aktivnosti uvrščamo med mikroalge. Poleg te vrste se ime spirulina uporablja 
tudi za vrsto Arthrospira (Spirulina) maxima. Spirulina je najstarejši še živeči organizem na 
našem planetu, ki je pred 3,6 milijardami let ustvaril kisikovo atmosfero in s tem razmere za 
razvoj kompleksnejšega življenja. Cianobakterije tako predstavljajo evolucijski most med 
bakterijami in zelenimi rastlinami. Spirulino je prvi odkril španski znanstvenik Hernando 
Cortez in njegovi konkvistadorji v letu 1519. Med obiskom jezera Texcoco v današnji 
Mehiki je opazil, da so jo Azteki uživali na dnevni ravni. Ravno na tem mestu pa so Francozi 
v letu 1969 postavili prvi obrat za gojenje spiruline. Glavna področja biotehnologije, ki 
vključujejo mikroalge, so trenutno pridobivanje biogoriv, biostimulantov za rastline, 
čiščenje odpadnih voda, itd (Soni in sod., 2017). 
2.1.1 Makro - in mikromorfološke lastnosti mikroalge A. platensis 
Spiruline so nitaste cianobakterije planktonskega značaja, ki jo prepoznamo po osnovni 
morfološki zgradbi: razporejenost večceličnih cilindričnih trihomov v odprtem levosučnem 
heliksu po vsej dolžini organizma (Slika 1). Spiralna oblika cianobakterije lahko variira 
glede na okoljske lastnosti, kot so temperatura ter drugi kemijski in fizikalni dejavniki, 
Slika 1: Mikroskopski posnetek nativnega preparata cianobakterije Arthrospira platensis (povečava 400x), 
osebni vir 
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nenazadnje pa je lahko tudi posledica genetskih sprememb. Tako ima lahko spirulina tesno 
zavito spiralo ali skoraj popolnoma iztegnjeno obliko. Filamenti so samostojni, 
razmnožujejo pa se z binarno fizijo. Celice trihomov so širše kot daljše, premer pa lahko 
variira med 3 in 12 μm, včasih pa doseže tudi 16 μm. Celična organizacija je tipična 
prokariontska. Celična stena te cianobakterije je tanka (40 – 60 nm) in slojevita (4 sloji) ter 
vsebuje peptidoglikan (Tomaselli, 2002). Na zunanji strani celične stene je organizem obdan 
še z 0,5 μm debelim fibrinoznim mrežastim slojem, za katerega se predvideva, da pomaga 
pri zaščiti in premikanju filamenta (van Eykelenburg, 1979). 
2.1.2 Gojenje 
Spirulino se lahko goji v cevnih in ploščatih fotobioreaktorjih, kjer se biomaso prepihuje s 
plini, ali pa v plitvih bazenih na prostem ali v toplih gredah, kjer biomasa neprestano kroži 
v turbulentnem toku. Pozitivna lastnost gojenja v bazenih so relativno nizki stroški izgradnje 
in velika produkcija, medtem ko je slabost v tem, da je izkoristek relativno nizek, ter da so 
bazeni odprti in dovzetni za okužbe. Ravno nasprotno je v fotobioreaktorjih. Tam je 
izkoristek večji, razmere gojenja so bolje kontrolirane, stroški izgradnje pa so višji. 
Karakteristika gojišča, v katerem spirulina optimalno raste, je visoka koncentracija 
karbonatov in posledično zelo visok pH (10 – 11), kar omogoča gojenje na prostem. Pri 
takšnih vrednostih pH je možnost okužbe z bakterijami precej majhna, medtem ko je rast 
drugih enoceličnih alg in ameb še zmeraj možna, a se enostavno kontrolira (Vonshak, 2002). 
2.1.3 Hranilne in bioaktivne spojine 
V prehranskem pomenu je spirulina bogat vir tako makro- kot tudi mikrohranil, saj vsebuje 
visokokakovostne beljakovine, železo, gama-linolensko kislino (GLA), vitamine, minerale 
in barvila, kot so karotenoidi, klorofil ter fikobiliproteini (preglednica 1). Spirulina vsebuje 
tudi vitamin B12, ki je praviloma bolj zastopan v živilih živalskega izvora, zato je primeren 
vir tega vitamina za vegane in vegetarijance. Za slednje je spirulina tudi dober vir železa. V 
nasprotju s špinačo, kjer je dokazano, da je biodostopnost železa zmanjšana zaradi vsebnosti 
fitatov in drugih antinutritivnih faktorjev (Li in sod., 2016), je za spirulino dokazano, da je 
biodostopnost železa visoka. Loh (2004) je dokazala, da se železo iz spiruline v miših s 
pomanjkanjem železa absorbira hitro in v dovolj veliki meri, medtem ko se v zdravih miših 
absorpcija železa upočasni, zaradi česar ne pride do previsoke akumulacije, kar bi bilo za 
organizem toksično. Kot dober vir mineralov vsebuje A. platensis tudi selen, ki je esencialno 
mikrohranilo v humani prehrani. Selen je vgrajen v selenoproteine, ki v telesu učinkujejo 
antioksidativno, protivnetno in tvorijo aktivne ščitnične hormone (Rayman, 2012). 
Poleg pomembnih prehranskih lastnosti vsebuje spirulina tudi veliko bioaktivnih snovi, ki 
dodatno pripomorejo k človekovemu zdravju. Podatki raziskav kažejo na antioksidativno, 
protivnetno, antikancerogeno, protivirusno, nevroprotektivno, hepatoprotektivno in 
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imunomodulatorno delovanje. Mnogi od navedenih učinkov so povezani z antioksidativnim 
delovanjem, ki se zdi, da je vključeno v sinergijske učinke več fitokemikalij, kot so selen, 
karotenoidi, fenolne spojine, fikocianini in esencialne maščobne kisline – GLA (Wu in Ho, 
2008). 
 Preglednica 1: Kemijska sestava spiruline (na 100 g suhe snovi) (Gutiérrez-Salmeán in sod., 2015) 
 
  
Sestavina Vsebnost Sestavina Vsebnost 
Energijska vrednost 373 kcal Vitamini  
Skupne maščobe 4,3 g Vitamin A  352000 IU 
Nasičene m.k. 1,95 g Vikamin K 1090 μg 
Večkrat nenasičene m.k. 1,93 Vitamin B1 0,5 mg 
Enkrat nenasičene m.k. 0,26 Vitamin B2 4,53 mg 
Holesterol < 0,1 g Vitamin B3 14,9 mg 
Skupni ogljikovi hidrati 17,8 g Vitamin B6 0,96 mg 
Prehranska vlaknina 7,7 g Vitamin B12 162 μg 
Sladkorji 1,3 g   
Laktoza < 0,1 g Minerali  
Beljakovine 63 g Kalcij 468 mg 
Esencialne aminokisline  Železo 87,4 mg 
Histidin 1000 mg Fosfor 961 mg 
Izolevcin 3500 mg Iod 142 μg 
Levcin 5380 mg Magnezij 319 mg 
Lizin 2960 mg Cink 1,45 mg 
Metionin 1170 mg Selen 25,5 μg 
Fenilalanin 2750 mg Baker 0,47 mg 
Ttreonin 2860 mg Mangan 3,26 mg 
Triptofan 1090 mg Krom < 400 μg 
Valin 3940 mg Kalij 1660 mg 
Neesencialne aminokisline  Natrij 641 mg 
Alanin 4590 mg   
Arginin 4310 mg Fitonutrienti  
Asparaginska kislina 5990 mg Fikocianin 17,2 g 
Cistein 590 mg Klorofil 1,2 g 
Glutaminska kislina 9130 mg Superoksid dismutaza  531000 IU 
Glicin 3130 mg Gama-linolenska kislina 1080 mg 
Prolin 2380 mg Skupni karotenoidi 504 mg 
Serin 2760 mg β-karoten 211 mg 
Tirozin 2500 mg Zeaksantin 101 mg 
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Fikocianin je vodotopni kompleks med beljakovino in barvilom, ki sodeluje pri fotosintezi 
cianobakterij s prenosom svetlobe na klorofil (MacColl, 1998). Spirulina ga vsebuje 17,2 % 
(m/m), kar predstavlja dobrih 27 % (m/m) skupnih beljakovin (Preglednica 1). Dandanes se 
fikocianin zaradi svojih antioksidativnih (Romay in Gonzalez, 2000) in protivnetnih 
(Qureshi in sod., 1996) lastnosti uporablja v farmaciji, veliko pa se ga zaradi edinstvene 
barve in naravnega izvora uporablja kot barvilo v živilski in kozmetični industriji. Zaradi 
fluorescenčnih lastnosti se uporablja tudi kot označevalec pri različnih imunoloških testih 
(Kronick in Grossmann, 1983). 
Karotenoidi so še ena skupina naravnih barvil, ki jih spirulina vsebuje. Odgovorni so za 
pojav rumene, oranžne in rdeče barve v različnih rastlinah in mikroorganizmih. Njihova 
primarna funkcija v fotoavtotrofnih organizmih je sodelovanje pri fotosintezi, delujejo pa 
tudi v procesih fotozaščite (Christaki in sod., 2015). V spirulini je med karotenoidi 
količinsko najbolj zastopan β-karoten (211 mg/100 g s.s.), ki skupaj z zeaksantinom 
predstavlja 62 % skupnih karotenoidov. β-karoten je tudi za človeka najpomembnejši med 
karotenoidi, saj deluje kot provitamin vitamina A (Grune in sod., 2010). 
Fenolne spojine so rastlinski sekundarni metaboliti, ki imajo na fenolni aromatski obroč 
vezano vsaj eno hidroksilno skupino (Abram, 2000). A. platensis vsebuje tako enostavne 
fenolne spojine, kot so cimetna, kavna in galna kislina, kot tudi kompleksnejše, kot so 
kvercetin, evgenol in pinostrobin. Vsebnost posamezne fenolne spojine je močno odvisna 
od gojitvenih razmer v smislu dostopnosti dušika in vsebnosti prekurzorjev v gojišču (Abd 
El-Baky in sod., 2009). Fenolne spojine so za nas zanimive predvsem zaradi njihovega 
antioksidativnega delovanja, ki pa je pogosto dokazano le in vitro ne pa tudi in vivo (Cory 
in sod., 2018). 
Poleg že omenjenih barvil in polifenolov, ki lahko delujejo kot antioksidanti, pa se A. 
platensis pred reaktivnimi kisikovimi zvrstmi obrani tudi z antioksidativnimi encimi. Eden 
takšnih encimov je superoksid dismutaza (SOD), ki katalizira reakcijo nevtralizacije 
superoksidnih radikalov s tvorbo vodikovega peroksida in kisika (Goiris in sod., 2015). 
Pomembno vlogo v človeški prehrani igrajo tudi esencialne maščobne kisline. Esencialne 
maščobne kisline so maščobne kisline, ki jih človeško telo samo ne more izgraditi, ali pa jih 
izgradi v prenizkih koncentracijah, da bi zadostili fiziološkim potrebam, zato jih je v telo 
potrebno vnesti s hrano (Whitney in Rolfes, 2016). Gama-linolenska kislina C18:3 (ω-6) je 
večkrat nenasičena maščobna kislina, ki je prvi vmesni produkt pri pretvorbi esencialne 
linolne kisline v arahidonsko kislino. Pri zdravih posameznikih ta reakcija poteka normalno, 
a se s staranjem, kajenjem, prekomernim pitjem alkohola, pri diabetesu, vplivu stresnih 
hormonov in virusnih okužbah upočasni, zato je pri takšnih posameznikih dodatek GLA v 
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hrano velikega pomena (Shireman, 2003). Spirulina vsebuje približno 1 % GLA v suhi 
snovi, zato je lahko dober vir te maščobne kisline v prehrani. 
2.2 MLEČNOKISLINSKA FERMENTACIJA  
Na splošno je fermentacija kot taka ena najstarejših biotehnologij za proizvodnjo živilskih 
izdelkov. Prve fermentacije naj bi se že pred 12000 leti zgodile zgolj po slučaju, ko naj bi 
ljudje preostanek mleka shranili v zaprte posode, v katerih je čez noč stekla spontana 
fermentacija. Mlečnokislinsko fermentacijo (MKF) ljudje že tisočletja koristimo za 
shranjevanje viška hrane in hitro pokvarljivih živil ali pa le zaradi izboljšanih 
organoleptičnih lastnosti fermentiranega živila (Prajapati in Nair, 2008). Zanimivo je 
opažanje, da so se v toplih predelih sveta bolj razvile fermentacije s termofilnimi, v predelih 
s hladnejšim podnebjem pa z mezofilnimi mlečnokislinskimi bakterijami (MKB) (Tamime 
in Marshal, 1997). MKF pa ne poteka samo na mleku kot substratu, ampak so lahko vključeni 
tudi drugi rastlinski ali živalskih substrati. Tako so že 1500 let pr.n.št. v Babiloniji 
fermentirali klobase, okoli leta 300 p.n.št. pa se je pričela MKF rastlinskega materiala s 
kisanjem zelja na Kitajskem (Prajapati in Nair, 2008).  
2.2.1 Mlečnokislinske bakterije  
Raznovrstnost mlečnokislinskih bakterij (MKB) je velika, zato se bomo v tem poglavju bolj 
posvetili rodu Lactobacillus, katerega izbrane vrste so bile v naši raziskavi uporabljene kot 
starterska kultura. Vse vrste bakterij rodu Lactobacillus so predstavniki kemoheterotrofov, 
kar pomeni, da energijo za obstoj in sintezo makromolekul pridobijo izključno s fosforilacijo 
na nivoju substrata (npr. fermentacija). Glede na način fermentacije sladkorjev lahko 
bakterije rodu Lactobacillus razdelimo v tri skupine – obligatno homofermentativne, 
fakultativno heterofermentativne in obligatno heterofermentativne MKB (Barrangou in sod., 
2011). Predstavniki treh skupin so prikazani v preglednici 2.  
Preglednica 2: Predstavniki laktobacilov različnih skupin glede na način fermentacije sladkorjev (Barrangou 
in sod., 2011) 
Obligatno homofermentativne 
MKB 
Fakultativno 
heterofermentativne MKB 
Obligatno 
heterofermentativne MKB 
Lb. acidophilus Lb. casei Lb. brevis 
Lb. delbrueckii Lb. curvatus Lb. buchneri 
Lb. helveticus Lb. plantarum Lb. fermentum 
Lb. salivarius Lb. sakei Lb. reuteri 
  Lb. pontis 
Pri mlečnokislinski fermentaciji s homofermentativnimi MKB se glukoza kot primarni vir 
ogljika preko glikolize pretvarja v mlečno kislino (slika 2). Pri taki presnovi je pomemben 
encim aldolaza, ki pri glikolizi omogoča razpad fruktoze-1,6-bisfosfata na triozo-3-fosfat, ki 
se preko piruvata pretvori v mlečno kislino. Pri heterofermentativni presnovi pa se glukoza 
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preko 6-fosfo glukonata pretvori najprej v ksilulozo-5-fosfat, pri čemer se izloča CO2, nato 
pa s pomočjo encima fosfoketolaze razpade na (1) triozo-3-fosfat, ki se na koncu preko 
piruvata pretvori v mlečno kislino ter (2) acetil fosfat, ki na koncu privede do etanola oz. 
acetata (slika 2). Razmerje metabolitov (mlečna kislina : CO2 : etanol/acetat) pri 
heterofermentativni presnovi je 1 : 1 : 1, medtem ko je razmerje etanol : acetat odvisno od 
oksidoredukcijskega potenciala v sistemu (Kandler, 1983). 
V naši raziskavi sta bili kot starterski kulturi za inokulacijo sveže biomase spiruline 
uporabljeni dve vrsti mlečnokislinskih bakterij – Lb. plantarum in Lb. brevis. Prva spada v 
skupino fakultativno heterofermentativnih MKB, druga pa v skupino obligatnih 
heterofermentativnih MKB (Preglednica 2).  
 
Slika 2: Shematski prikaz glavnih presnovnih poti fermentacije glukoze v mlečnokislinskih 
bakterijah (Kandler, 1983). 
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2.2.2 Vpliv mlečnokislinske fermentacije na živila 
MKB povzročijo hitro zakisanje substrata s produkcijo v glavnem mlečne kisline. Poleg le-
te, tvorijo MKB v določenih razmerah še ocetno kislino, etanol, aromatične spojine, 
bakteriocine, eksopolisaharide in številne encime. Na takšen način naredijo okolje, v 
katerem številne patogene bakterije in kvarljivi mikroorganizmi ne morejo preživeti, zato 
ostanejo fermentirana živila dlje časa obstojna in varna za uživanje (van Boekel in sod., 
2010). Di Cagno in sod. (2011) so MKF izvedli na sadno zelenjavnih smutijih. Ugotavljali 
so obstojnost fermentiranih vzorcev po 30-ih dnevih skladiščenja pri T = 4 °C v primerjavi 
z nefermentiranimi vzorci. Ugotovili so, da je MKF pozitivno vplivala na barvo, obstojnost 
polifenolov in askorbinske kisline ter senzorične lastnosti. Opazili so tudi manj okužb z 
enterobakterijami in kvasovkami v fermentiranih vzorcih, kar ugodno vpliva na podaljšanje 
obstojnosti in varnost živila.  
Mlečnokislinska fermentacija vpliva tudi na vsebnost bioaktivnih učinkovin v 
fermentiranem živilu. Bioaktivne učinkovine so snovi, ki po zaužitju kažejo vpliv na različne 
fiziološke procese, ki so lahko tako pozitivni kakor tudi negativni. Pravimo, da imajo 
farmakološki (pozitiven) ali toksičen (negativen) učinek na nivoju celice, organa ali 
organizma (Tomažin in sod., 2015). Poleg probiotičnega učinka nekaterih MKB lahko s 
fermentacijo vplivamo na povečanje vsebnosti bioaktivnih učinkovin na sledeče načine: (I) 
povečanje gostote hranil, največ zaradi zmanjšanja vsebnosti sladkorjev, (II) hidroliza 
polimerov v substratu in sproščanje vsebujočih bioaktivnih komponent, (III) biosinteza 
novih bioaktivnih molekul, ter (IV) razgradnja toksičnih ali antinutritivnih faktorjev 
(Septembre-Malaterre in sod., 2017). 
Posledica fermentacije je včasih tudi povečana antioksidativna učinkovitost. To je največkrat 
posledica razbitja celic v živilu in s tem sproščanje antioksidativnih snovi. Mikroorganizmi 
to dosežejo s tvorbo encimov, ki poleg razgradnje celičnih sten učinkujejo na antioksidativno 
učinkovitost tudi preko drugih molekul. V živilih, bogatih z beljakovinami, lahko proteinaze 
in peptidaze razgradijo beljakovine do peptidov in aminokislin, ki imajo antioksidativno 
učinkovitost predvsem s keliranjem kovinskih ionov in donacijo protonov reaktivnim 
kisikovim zvrstem. Deglikozilacija fenolnih spojin je tudi način za povečanje 
antioksidativne učinkovitosti, saj imajo aglikoni višjo antioksidativno učinkovitost kakor 
glikozilirane fenolne spojine. Določene MKB lahko tekom fermentacije proizvajajo tudi 
eksopolisaharide, ki imajo lahko antioksidativni učinek. Kot je razvidno, je ugodnih vplivov 
fermentacije na antioksidativno učinkovitost veliko, a je dejansko povečanje antioksidativne 
učinkovitosti močno odvisno od vrste mikroorganizma, kultivacijskega medija, atmosfere, 
časa, temperature in pH fermentacije ter prisotnosti inhibitorjev ali stimulatorjev (Hur in 
sod., 2014). 
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2.2.3 Mlečnokislinska fermentacija, ki vključuje spirulino 
V literaturi je že moč najti raziskave, ki opisujejo mlečnokislinsko fermentacijo spiruline. 
Niccolai in sod. (2019) so izvedli mlečnokislinsko fermentacijo spiruline kot samostojnega 
substrata. Liofilizirano biomaso spiruline so rehidrirali z vodo in inokulirali z bakterijami 
vrste Lb. plantarum. Fermentacijo so vodili pri T = 37 °C in mešanju 100 obr./min, 72 h. 
Vzorčenje je potekalo na 24 h. Ugotovili so, da je koncentracija mlečne kisline do časa 48 h 
naraščala, nato pa upadla. Enako kinetiko so opazili tudi pri določanju antioksidativne 
učinkovitosti z metodo s prostim radikalom DPPH·, kjer je do časa 48 h antioksidativna 
učinkovitost naraščala, nato pa upadla. Preiskovali so tudi učinek mlečnokislinske 
fermentacije na in vitro prebavljivost, kjer so ugotovili, da fermentacija bistveno ne vpliva 
na prebavljivost mikroalgne biomase.  
Bao in sod. (2018) so optimizirali mlečnokislinsko fermentacijo biomase spiruline z mešano 
startersko kulturo (Lactobacillus plantarum in Bacillus subtilis) ter določali hlapne spojine, 
stopnjo hidrolize beljakovin in aminokislinsko sestavo, kultivabilnost mlečnokislinskih 
bakterij ter koncentracijo topnih polisaharidov. Fermentacija je pri 37 °C tekla 24 ur. 
Primerjali so fermentacije s kulturo Lb. plantarum, s kulturo B. subtilis ter s kombinacijo 
obeh kultur. Ugotovili so, da ima MKF z mešano startersko kulturo največji vpliv na 
zmanjšanje vsebnosti neželenih hlapnih spojin, medtem ko je bila tvorba acetoina (prijetna 
kremasta aroma) v tem primeru največja, kar ugodno vpliva na senzorične lastnosti izdelka. 
Največje razlike so opazili pri razgradnji beljakovin, kjer se je vsebnost polipeptidov 
dvignila za 16 – 19 % v primerjavi z nefermentiranim vzorcem, vsebnost esencialnih 
aminokislin pa za 6 – 19 %. Kot kažejo rezultati, fermentacija ni pripomogla k spremembi 
vsebnosti topnih polisaharidov. Predvidevajo, da je koncentracija polisaharidov v 
fermentirani spirulini dosegla ravnovesje med razgradnjo polisaharidov spiruline in tvorbo 
bakterijskih polisaharidov. 
Stimulativni vpliv dodatka spiruline na rast probiotičnih kultur so dokazali Bhowmik in sod. 
(2009). V tekoče gojišče MRS so posamično inokulirali tri različne probiotične kulture (Lb. 
casei, Lb acidophilus in Streptococcus thermophilus) ter dodali sušeno biomaso spiruline v 
različnih koncentracijah. Inkubacija je na 37 °C tekla 5 ali 10 ur. Stimulativni vpliv dodatka 
spiruline je bil v korelaciji s količino dodatka biomase spiruline. Po 10 h MKF je bil porast 
MKB občutno večji v primerjavi s kontrolo (brez dodatka). 
Veliko raziskav je bilo narejenih na vplivu dodatka spiruline na fermentacijo in obstojnost 
jogurta (Akalin in sod., 2009; Guldas in Irkin, 2010; Beheshtipour in sod., 2012; Fadaei in 
sod., 2013; Zarrin in sod., 2014; Barkallah in sod., 2017).  
Barkallah in sod. (2017) so v svoji raziskavi preučevali vpliv dodatka spiruline v različnih 
koncentracijah (0,25; 0,5; 0,75 in 1,0 % (m/v)) na proces fermentacije, teksturo ter 
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prehranske in senzorične lastnosti jogurta. Ugotovili so, da je že 0,25-% (m/v) dodatek 
spiruline pospešil potek fermentacije, izboljšal stabilnost med 28-dnevnim skladiščenjem 
(zmanjšanje sinereze) in končni produkt je bil senzorično sprejet. Poleg zmanjšanja stopnje 
sinereze se je med skladiščenjem ohranjala tudi barva, ki jo je doprinesla spirulina, kar kaže 
na visoko stabilnost barvil te mikroalgee tudi pri nizkem pH. Izboljšala se je tudi 
antioksidativna učinkovitost jogurta in povečala vsebnost skupnih prehranskih vlaknin, 
pepela, in mineralov (Fe, Ca, Mg). 
V drugi raziskavi (Akalin in sod., 2009) so proučevali vpliv dodatka spiruline na 
kultivabilnost bakterij v jogurtu tekom skladiščenja. Ugotovili so, da je dodatek biomase 
sušene spiruline tekom skladiščenja povečal kultivabilnost bakterij L. delbrueckii spp. 
bulgaricus, medtem ko je na kultivabilnost bakterij S. salivarius spp. thermophilus deloval 
negativno. Kultivabilnost probiotičnih bakterij B. animalis je bila v primerjavi z jogurtom 
brez dodatka konstantna tekom celotnega časa skladiščenja. Probiotični algni jogurt ima 
lahko rok uporabe 1 mesec, pri čemer je kultivabilnost probiotičnih bakterij vsaj 6 log 
CFU/g.  
Beheshtipour in sod. (2012) so ugotavljali vpliv dodatka spiruline (0,25; 0,5 in 1 %) na padec 
pH, skupne kisline, kultivabilnost bakterij in senzorično oceno v jogurtu fermentiranem z 
bakterijami vrst Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus 
delbrueckii spp. bulgaricus in Streptococcus thermophilus. Fermentacija je potekala pri 40 
°C, dokler niso vzorci dosegli pH vrednosti 4,5. Ugotovili so, da je dodatek povečal 
kultivabilnost starterske kulture tekom fermentacije in jo ohranjal tekom skladiščenja (5 °C, 
21 dni). V vzorcih, ki so vsebovali spirulino, je vrednost pH padala počasneje, zaradi česar 
se je podaljšal tudi inkubacijski čas. To je posledica povečanja pufrne kapacitete saj se z 
dodatkom spiruline mleko znatno obogati s proteini, peptidi in aminokislinami. Čeprav je 1 
% dodatek najbolje vplival na kultivabilnost bakterij, je bil 0,5 % dodatek tudi zadosten, da 
se je kultivabilnost obdržala nad 7 log CFU/mL tekom skladiščenja. Pol odstotni dodatek je 
bil tudi senzorično najbolje sprejet.  
Fadaei in sod. (2013) so poleg spiruline (0,3; 0,5 in 0,8 % (m/m)) v mleko pri izdelavi jogurta 
dodali še špinačo (10 in 13 % (m/m)). Rezultati kažejo pozitiven vpliv dodatka spiruline na 
kultivabilnost mlečnokislinskih bakterij, ki je ob koncu skladiščenja (4 °C, 21 dni) bila nad 
6 log CFU/mL, na glede na količino dodatka. Glede na končne rezultate so ugotovili, da je 
bil 0,5 % (m/m) dodatek spiruline in 10 % (m/m) dodatek špinače glede na spremljajoče 
parametre najboljša kombinacija.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1  Mikroalga Arthrospira platensis 
Kot substrat za mlečnokislinsko fermentacijo smo uporabili svežo biomaso mikroalge vrste 
Arthrospira platensis z vsebnostjo suhe snovi ~ 23,3 %. Svežo biomaso smo od proizvajalca 
prejeli po hladni verigi, jo v aseptičnih razmerah alikvotirali po 10 g v sterilne 50-mL 
epruvete ter zamrznili na -20 °C do uporabe. 
3.1.2 Mlečnokislinske bakterije 
Mlečnokislinske bakterije vrste Lactobacillus plantarum (LMG 6907) in Lactobacillus 
brevis (LMG 6906), ki so bile prvotno izolirane iz rastlinskega materiala, smo pridobili z 
Inštituta za mlekarstvo in probiotike, Oddelka za Zootehniko Biotehniške fakultete, 
Univerze v Ljubljani. 
3.1.3 Kvasovka Saccharomyces cerevisiae (ZIM 2155) 
Za določanje antioksidativnega potenciala vodnih in etanolnih ekstraktov nefermentirane in 
fermentirane biomase mikroalg vrste A. platensis in vivo smo kot modelni organizem 
uporabili kvasovke vrste S. cerevisiae (ZIM 2155) v stacionarni fazi. S. cerevisiae (ZIM 2155) 
smo pridobili iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov Katedre za biotehnologijo, 
mikrobiologijo in varnost živil Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. 
3.1.4 Vodni in etanolni ekstrakti mikroalgne paste 
Vodni in etanolni ekstrakti fermentirane in nefermentirane mikroalgne paste za določanje 
antioksidativne učinkovitosti in vivo so bili pridobljeni v sklopu magistrske naloge z 
naslovom »Priprava in karakterizacija ekstraktov mikroalg vrste Arthrospira platensis pred 
in po mlečnokislinski fermentaciji«, ki je potekala istočasno. Koncentracija založnih 
raztopin ekstraktov je bila v obeh primerih 50 mg s.s./mL (Mrak, 2019).  
3.1.5 Gojišča 
3.1.5.1 Trdno gojišče MRS z dodatkom cikloheksimida – MRSc 
Trdno gojišče MRSc smo uporabili pri določanju števila kolonijskih enot (ang. colony 
forming units, CFU) mlečnokislinskih bakterij tekom fermentacije. 
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Preglednica 3: Sestava trdnega gojišča MRS 
Gojišče smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 
bar za 15 minut. 
Po končani sterilizaciji smo gojišče ohladili na 50 °C ter dodali predhodno sterilno 
prefiltrirano (0,2 µm) založno raztopino cikloheksimida (Sigma) (15 g/L), ki na gojišču 
preprečuje razvoj gliv, do koncentracije v gojišču 100 mg/L. Tako pripravljeno gojišče smo 
v aseptičnih razmerah vlili na petrijeve plošče, počakali da se gojišče strdi in plošče do 
uporabe shranili pri 4 °C. 
3.1.5.2 Tekoče gojišče MRS 
Tekoče gojišče MRS smo uporabili za pripravo inokuluma mlečnokislinskih bakterij 
Preglednica 4: Sestava tekočega gojišča MRS 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
MRS broth (Merck) 26,1 g 5,22 % (m/v) 
z dH2O dopolnimo do 500 mL 
Gojišče smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 
bar za 15 minut. 
3.1.5.3 Trdno gojišče YEPD 
Trdno gojišče YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) smo uporabili za kultivacijo kvasovk 
S. cerevisiae (ZIM 2155). 
Preglednica 5: Sestava trdnega gojišča YEPD 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
Glukoza (Merck) 10 g 2 % (m/v) 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 5 g 1 % (m/v) 
Kazein pepton (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
Agar (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
z dH2O dopolnimo do 500 mL 
Gojišče smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 
bar za 15 minut. Po končani sterilizaciji smo gojišče ohladili na 50 °C in ga v aseptičnih 
razmerah vlili na petrijeve plošče, počakali da se gojišče strdi in plošče do uporabe shranili 
na sobni temperaturi. 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
MRS broth (Merck) 26,1 g 5,22 % (m/v) 
Agar (Biolife) 10 g 2,00 % (m/v) 
z dH2O dopolnimo do 500 mL 
Mahnič N. Optimizacija mlečnokislinske fermentacije cianobakterij vrste Arthrospira platensis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 
14 
3.1.5.4 Tekoče gojišče YEPD 
Tekoče gojišče (ang. Yeast Extract Peptone Dextrose, YEPD) smo uporabili za kultivacijo 
kvasovk S. cerevisiae (ZIM 2155) do stacionarne faze. 
Preglednica 6: Sestava tekočega gojišča YEPD 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
Glukoza (Merck) 10 g 2 % (m/v) 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 5 g 1 % (m/v) 
Kazein pepton (Biolife) 10 g 2 % (m/v) 
z dH2O dopolnimo do 500 mL 
Gojišče smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 
bar za 15 minut. 
3.1.6 Reagenti in raztopine 
3.1.6.1 Fiziološka raztopina (FR) 
Fiziološko raztopino smo uporabili pri pripravi mikroalgne paste za fermentacijo, pri 
spiranju kulture bakterij za zamrzovanje, pripravi inokuluma, pripravi matične raztopine 
mikroalgne paste in za redčitve po Koch-u.  
Preglednica 7: Sestava fiziološke raztopine 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
NaCl (Sigma-Aldrich) 9 g 0,9 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 1000 mL 
Fiziološko raztopino smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C 
in tlaku 1,1 bar za 15 minut. 
3.1.6.2 Hranilna raztopina (GK) 
Hranilno raztopino GK smo uporabili pri pripravi paste za mlečnokislinsko fermentacijo 
Preglednica 8: Sestava hranilne raztopine 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
Glukoza (Merck) 5 g 0,5 % (m/v) 
Kvasni ekstrakt (Biolife) 1 g 0,1 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 1000 mL 
Hranilno raztopino GK smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 
°C in tlaku 1,1 bar za 15 minut. 
3.1.6.3 3 % (m/v) raztopina NaCl 
3 % (m/v) raztopino NaCl smo uporabili kot dodatek pri optimizaciji mlečnokislinske 
fermentacije 
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Preglednica 9: Sestava 3 % (m/v) raztopine NaCl 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
NaCl (Merck) 30 g 3 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 1000 mL 
3 % (m/v) raztopino NaCl smo sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 
120 °C in tlaku 1,1 bar za 15 minut. 
3.1.6.4 0,2 % (m/v) raztopina FeCl3 
0,2 % (m/v) raztopino FeCl3 smo uporabili za spektrofotometrično določanje koncentracije 
mlečne kisline. 
Preglednica 10: Sestava 0,2 % raztopine FeCl3 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
FeCl3 (Merck) 0,2 g 0,2 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 100 mL 
Pred uporabo smo reagent filtrirali skozi nesterilen 0,2 µm filter. 
3.1.6.5 Mlečna kislina 
Mlečno kislino smo uporabili kot standard za pripravo umeritvene krivulje za določanje 
koncentracije mlečne kisline. Iz raztopine mlečne kisline (90 % (m/v)) (Sigma) smo 
pripravili založno raztopino s koncentracijo 10 g/L. 
Preglednica 11: Priprava umeritvene krivulje za določanje koncentracije mlečne kisline 
V (ZALOŽNE R.)  V (ddH2O) KONCENTRACIJA 
0,0 mL 1,0 mL 0 g/L 
0,2 mL 0,8 mL 2 g/L 
0,4 mL 0,6 mL 4 g/L 
0,6 mL 0,4 mL 6 g/L 
0,8 mL 0,2 mL 8 g/L 
1,0 mL 0,0 mL 10 g/L 
3.1.6.6 10 % (v/v) raztopina vodikovega peroksida (H2O2) 
10 % (v/v) raztopino vodikovega peroksida smo uporabili za izvedbo katalaznega testa pri 
identifikaciji nativnih bakterij sveže biomase spiruline. 
Preglednica 12: Sestava 10 % raztopine H2O2 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
30 % H2O2 (Sigma-Aldrich) 4 mL 10 % (v/v) 
z ddH2O dopolnimo do 12 mL 
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3.1.6.7 Reagenti za barvanje po Gramu 
Za barvanje po Gramu smo uporabili komplet Color Gram 2 (BioMérieux, Marcy-LʾEtoile, 
Francija), ki vsebuje barvilo kristal vijolično, barvilo lugol, mešanico acetona in etanola 
(1:1) in barvilo safranin. 
3.1.6.8 Pufer PBS 
Pufer PBS smo uporabili pri spiranju in vzdrževanju kulture S. cerevisiae v stacionarni fazi 
rasti. 
Preglednica 13: Sestava pufra PBS 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
Natrijev klorid (NaCl) 0,8 g 0,8 (m/v) 
Kalijev klorid (KCl) 0,2 g 0,2 (m/v) 
Di-natrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4) 1,15 g 1,15 (m/v) 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) 0,2 g 0,2 (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 100 mL 
Pufer PBS smo pripravili tako, da smo 1 tabletko PBS (Oxoid) raztopili in dopolnili z ddH2O 
do 100 mL. Tako smo dobili pufer s sestavo, prikazano v preglednici 13. Pufer smo 
sterilizirali v parnem sterilizatorju Sutjeska pri temperaturi 120 °C in tlaku 1,1 bar za 15 
minut. 
3.1.6.9 50 mM Kalijev fosfatni pufer (pH = 7,8) 
Kalijev fosfatni pufer smo uporabljali pri določanju antioksidativne učinkovitosti. 
Sestavljata ga kisla (KH2PO4) in bazična (K2HPO4) komponenta, ki smo ju pripravili ločeno, 
nato pa smo kislo komponento počasi dodajali bazični, dokler raztopina ni dosegla vrednosti 
pH 7,8. 
Preglednica 14: Sestava kisle komponente K-fosfatnega pufra (K2HPO4) 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
K2HPO4 (Kemika) 4,35 g 0,87 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 500 mL 
Preglednica 15: Sestava bazične komponente K-fosfatnega pufra (KH2PO4) 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
KH2PO4 (Kemika) 3,40 g 0,68 % (m/v) 
z ddH2O dopolnimo do 500 mL 
Pred uporabo smo reagent filtrirali skozi nesterilen 0,2 µm filter. 
3.1.6.10 Barvilo 2'7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
To barvilo smo uporabili pri določanju znotrajcelične oksidacije v kvasnih celicah. 
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Preglednica 16: Priprava raztopine barvila 2'7'-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) 
SESTAVINA KOLIČINA KONCENTRACIJA 
H2DCFDA (Cayman chemical 
company) 
2,45 mg 0,049 % (m/v) 
z 96 % etanolom dopolnimo do 5 mL 
Barvilo smo alikvotirali po 100 µL in ga do uporabe hranili na -20 °C v temi. 
3.1.6.11 Dimetil sulfoksid (DMSO) 
Dimetil sulfoksid (Sigma) smo uporabili za kontrolne vzorce pri tretiranju kvasovk. 
3.1.7 Aparature in naprave 
3.1.7.1 Priprava gojišč, raztopin in reagentov 
• Analitska tehtnica ME204 (Mettler toledo) 
• Magnetno mešalo (Tehtnica) 
• Vorteks TTS2 (Yellow line) 
• Parni sterilizator (Sutjeska) 
• pH meter SevenMulti (Mettler toledo) 
• Tehtnica (Sartorius) 
• Pipete (Eppendorf Research plus, Biohit) 
• Sterilen 0,2 µm filter 
• Nesterilen 0,2 µm filter 
• Brezprašna komora LFVP 15 (Iskra Pio) 
3.1.7.2 Mlečnokislinska fermentacija sveže mikroalgne biomase A. platensis 
• Tehtnica PFB 2000-2 (Kern) 
• Brezprašna komora LFVP 15 (Iskra Pio) 
• Mešalo Vibromix 10 (Tehtnica) 
• Pipete (Eppendorf Research plus, Biohit) 
• Stresalnik Vibromix 403 (Tehtnica) 
• Inkubator (Kambič) 
3.1.7.3 Določanje števila kolonijskh enot mlečnokislinskih bakterij v mikroalgnih pastah 
• Brezprašna komora LFVP 15 (Iskra Pio) 
• Inkubator (Kambič) 
• Pipete (Eppendorf Research plus, Biohit, Gilson) 
3.1.7.4 Določanje pH v mikroalgnih pastah 
• Centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
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• pH meter SevenMulti (Mettler toledo) 
• Pipete (Eppendorf Research plus, Biohit) 
3.1.7.5 Določanje mlečne kisline v ekstraktih mikroalgnih past 
• Centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
• Centrifuga Centric 200 (Tehtnica) 
• Pipete (Eppendorf Research plus, Biohit) 
• Čitalec Safire2 (Tecan) 
• Kopel (Kambič WB-30) 
3.1.7.6 Določanje antioksidativne učinkovitosti vodnih in etanolnih ekstraktov 
mikroalgnih past 
• Spektrofotometer MA 9510 (Iskra) 
• Brezprašna komora LFVP 122 (Iskra Pio) 
• Stresalnik Multitron (Infos HT) 
• Komora IG150 (Jouan) 
• Centrifuga Centric 322A (Tehtnica) 
• Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
• Čitalec Safire2 (Tecan) 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Mlečnokislinska fermentacija sveže biomase mikroalg vrste A. platensis  
Mlečnokislinska fermentacija sveže biomase mikroalg vrste A. platensis je potekala v 50-
mL epruvetah, pri čemer smo za vsak čas fermentacije imeli svojo epruveto. 
3.2.1.1 Priprava inokuluma MKB 
V 20 mL steriliziranega tekočega gojišča MRS v 150-mL erlenmajerici s stransko roko smo 
inokulirali 50 µL kulture mlečnokislinskih bakterij (točka 3.1.2). Po 16 h inkubacije pri 30 
°C na stresalniku s 150 obr./min, ko so bile bakterije v pozni eksponencialni fazi, smo 
odpipetirali po 2 mL kulture (OD = 2) v 2-mL mikroepruvete ter centrifugirali na 10000 
obr./min za 5 minut. Odstranili smo supernatant in dolili 2 mL FR ter stresali na vorteksu 1 
minuto. Ponovno smo centrifugirali pri enakih razmerah ter odstranili supernatant in dolili 
svežo sterilno FR. 
Uspešnost rasti mlečnokislinskih bakterij smo preverjali z merjenjem optične gostote (angl. 
Optical density – OD) pri valovni dolžini 650 nm. 
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3.2.1.2 Priprava mikroalgne paste in inokulacija 
Alikvote zamrznjene mikroalgne biomase A. platensis (10 g) smo odtalili pri sobni 
temperaturi cca. 15 minut in jim dodali relativni volumen raztopine (FR, GK, dH2O, 3 % 
NaCl) do končnega volumna 10 mL skupaj z inokulumom, ki je bil 0 %, 1 % (0,2 mL) ali 5 
% (1,0 mL). Tako smo pridobili t.i. pasto, kateri smo dodali ustrezen volumen sprane kulture 
(točka 3.2.1.1) ter s sterilno plastično palčko pasto temeljito premešali. Sledila je statična 
inkubacija pri T = 30 °C za 72 h. 
3.2.1.3 Spremljanje poteka fermentacije 
Vzorčenje paste je potekalo pri času 0 (takoj po inokulaciji, oz. pred fermentacijo), ter 24, 
48 in 72 h po inokulaciji.  
3.2.2 Določanje števila CFU  
Pod aseptičnimi razmerami smo v sterilno 50-mL epruveto zatehtali 1g paste in ji dodali 9 
mL fiziološke raztopine. Tako pripravljeno matično raztopino smo homogenizirali na 
stresalniku in opravili redčitve po Koch-u. Redčitve smo kapljično (10 µL) nanesli na plošče 
z MRS agarjem, ter anaerobno inkubirali pri 30 °C za 24 h oziroma 48 h za vzorce spontane 
fermentacije. 
3.2.3 Določanje pH  
Zatehtali smo 1 g paste in ji dodali 9 mL dH2O. Tako pripravljeno suspenzijo smo 
homogenizirali na stresalniku in centrifugirali na 4000 obr./min za 5 minut. Supernatantu 
smo pomerili pH. 
3.2.4 Določanje koncentracije mlečne kisline  
Za določitev mlečne kisline v ekstraktih past, je bila potrebna dodatna obdelava ekstraktov. 
Surovi ekstrakti so namreč z reagentom tvorili kosmiče, zaradi česar bi bile meritve 
nesmiselne. Optimizirali smo postopek termičnega odstranjevanja beljakovin in na ta način 
pridobili ekstrakte, ki se ob prisotnosti reagenta niso kosmičili.  
3.2.4.1 Priprava ekstrakta 
V 50-mL epruvete smo zatehtali 2 g paste in dodali 2 mL dH2O. Sledila je homogenizacija 
s stresanjem in centrifugiranje za 10 minut na 4000 obr./min. 2 mL supernatanta smo prenesli 
v 2 mL mikroepruveto, ki smo jo v vodni kopeli s T = 90 °C segrevali 10 minut. Po 20-
minutnem hlajenju na sobni temperaturi smo vzorce centrifugirali 10 minut na 10000 
obr./min ter odpipetirali supernatant. 
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3.2.4.2 Spektrofotometrično določanje koncentracije mlečne kisline 
Koncentracijo mlečne kisline v vzorcih smo določali spektrofotometrično po metodi opisani 
v članku Borshchevskaya in sod. (2016) in nekaterimi modifikacijami. Metoda temelji na 
tvorbi kompleksa železovega (III) laktata, katerega absorbcijo merimo pri valovni dolžini 
390 nm. V 1 mL 0,2 % (m/v) FeCl3 smo dodali 25 µL ekstrakta - supernatanta (točka 3.2.4.1), 
premešali, nanesli po 200 µL na prozorno mikrotitrsko ploščico in pomerili absorbanco pri 
390 nm. 
S pomočjo enačbe umeritvene krivulje (priloga B) smo iz dobljenih absorbanc izračunali 
masno koncentracijo mlečne kisline (γ (MK)) v naših vzorcih. 
3.2.5 Karakterizacija nativnih mlečnokislinskih bakterij mikroalgne biomase 
3.2.5.1 Katalazni test 
Na objektno stekelce smo kanili kapljico 10 % (v/v) raztopine H2O2 ter vanjo razmazali 
kulturo iz trdega gojišča MRSc.  
3.2.5.2 Barvanje MKB po Gramu 
Na objektno stekelce smo kanili kapljico fiziološke raztopine ter vanjo razmazali kulturo iz 
trdnega gojišča MRSc. Preparat smo posušili na zraku in fiksirali z dvakratnim potegom čez 
plamen gorilnika. 
• Fiksiran razmaz smo barvali s kristalno vijoličnim barvilom 1 minuto. Barvilo smo 
nato sprali z vodo. 
• Preparat smo prelili z lugolom in barvali 1 minuto. Nato smo ponovno sprali z vodo. 
• Preparat smo razbarvali z 95 % etanolom in ga sprali z vodo. 
• Preparat smo barvali s kontrastnim barvilom safranin 1 minuto. 
• Preparat smo sprali z vodo in osušili s papirnato brisačko (Smole Možina, 2000). 
3.2.5.3 Mikroskopija 
Mikroskopijo smo izvedli s svetlobnim mikroskopom. Do 400x povečave smo 
mikroskopirali brez, 1000x povečavo pa z imerzijskim oljem.  
3.2.6 Določanje antioksidativne učinkovitosti vodnih in etanolnih ekstraktov 
mikroalgnih past v celicah kvasovk Saccharomyces cerevisiae ZIM 2155 
3.2.6.1 Kultivacija kvasovk do stacionarne faze 
Na -80 °C zamrznjeno kulturo kvasovk iz Zbirke industrijskih mikroorganizmov 
Biotehniške fakultete (ZIM) smo odtalili na ledu in nacepili na trdno gojišče YEPD. Ploščo 
smo inkubirali za 72 h pri temperaturi 28 °C. Tako pripravljeno matično ploščo smo shranili 
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v hladilnik in jo uporabili za pripravo sveže kulture. Po 1 mesecu smo matično ploščo zavrgli 
in pripravili novo. 
Iz matične plošče smo kulturo precepili na sveže trdno gojišče YEPD in inkubirali za 72 h 
pri temperaturi 28 °C. Tako pripravljeno kulturo smo s sterilno ezo prenesli v 50 mL 
tekočega gojišča YEPD do OD650 = 0,55. Štirideset mililitrov tako pripravljenega inokuluma 
smo prenesli v 360 mL svežega gojišča YEPD in inkubirali na stresalniku pri temperaturi 28 
°C in stresanju 220 obr./min za 65 ur. 
Po inkubaciji je sledil prenos kulture v PBS. V 50-mL epruvete smo prenesli 50 mL kulture 
in centrifugirali 4 minute na 4000 obr./min. Odlili smo supernatant in peletu dodali PBS 
pufer do 50 mL. Sledilo je resuspendiranje kulture in ponovno centrifugiranje pod enakimi 
razmerami. Ponovno smo odstranili supernatant in dopolnili do 50 mL s PBS pufrom. Po 
resuspendiranju smo 40 mL kulture v PBS-u prenesli v 160 mL svežega PBS pufra ter 
inkubirali na stresalniku pri temperaturi 28 °C in stresanju 220 obr./min za 4 dni. 
3.2.6.2 Tretiranje kvasovk z vodnimi in etanolnimi ekstrakti mikroalgnih past 
Celice kvasovk smo tretirali z vodnimi in etanolnimi ekstrakti nefermentirane biomase A. 
platensis ter biomase A. platensis, ki je bila fermentirana z dvema različnima 
mikroorganizmoma (Lb. plantarum in Lb. brevis) in različno dolgo (24, 48 in 72 h). 
Preizkusili smo tudi vpliv koncentracije ekstrakta v suspenziji, in sicer z dvema 
koncentracijama (1,5 in 3,0 mg s.s./L). 
V sterilne 50-mL epruvete smo aseptično odpipetirali 300 ali 600 µL posameznega ekstrakta 
(odvisno od želene koncentracije v reakcijski zmesi) ter dopolnili do 10 mL s kulturo 
kvasovk v stacionarni fazi v PBS pufru. Za kontrolne vzorce smo pri vodnih ekstraktih 
namesto ekstrakta v reakcijsko zmes dodali enak volumen pufra PBS, pri etanolnih pa 
DMSO. Epruvete smo zaprli s penastimi zamaški in jih inkubirali na stresalniku pri 28 °C in 
220 obr./min za 2 h. 
3.2.6.3 Določanje znotrajcelične oksidacije z barvilom 2'7'-diklorodihidrofluorescein 
diacetat (H2DCFDA) 
Po končanem tretiranju smo iz reakcijske zmesi 2 mL prenesli v 2 mL mikroepruveto ter 
centrifugirali 5 minut na 13400 obr./min. S pipeto smo odstranili supernatant in peletu dodali 
2 mL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH = 7,8) ter celice resuspendirali. Vzorce smo 
ponovno centrifugirali pri istih razmerah. Po odstranitvi supernatanta smo peletu dodali 500 
µL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra in celice ponovno resuspendirali. 
100 µL tako pridobljene sprane tretirane kulture smo prenesli v novo 1,5 mL mikroepruveto, 
kamor smo dodali še 890 µL 50 mM kalijevega fosfatnega pufra in v temi statično inkubirali 
za 10 minut pri temperaturi 28 °C. Po končani inkubaciji smo vzorcem dodali še 10 µL 
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barvila (H2DCFDA) ter inkubirali na stresalniku v temi pri 28 °C in 220 obr./min za 30 
minut. 
Po zaključeni inkubaciji smo vzorce ponovno centrifugirali za 5 min na 13400 obr./min, 
odstranili supernatant, dodali 1 mL svežega 50 mM kalijevega fosfatnega pufra in 
resuspendirali. 200 µL suspenzije smo nanesli na črno mikrotitrsko ploščico in s čitalcem 
Saphire2 (Tecan) izmerili intenziteto fluorescence pri vzbujevalni valovni dolžini 488 nm in 
emisijski valovni dolžini 520 nm. 
Vzorcem smo določili tudi optično gostoto za normalizacijo vrednosti flourescence. Iz 
sprane tretirane kulture (ostalo še ~400 µL) smo odpipetirali 100 µL v novo 1,5 mL 
mikroepruveto in ji dodali 900 µL 50 mM K-fosfatnega pufra. Na prozorno mikrotitrsko 
ploščico smo nanesli 200 µL suspenzije in s čitalcem Saphire2 (Tecan) izmerili optično 
gostoto oziroma absorbanco pri 650 nm. 
Vse poskuse smo izvedli v dveh bioloških ponovitvah. Rezultate fluorescence smo podali 
kot povprečje vseh meritev in jih normalizirali s povprečjem meritev optične gostote 
(F/OD650). Končni rezultat smo izrazili kot relativno vrednost znotrajcelične oksidacije 
tretiranih kvasovk v primerjavi s kontrolo. 
3.2.7 Statistična analiza rezultatov 
3.2.7.1 Povprečna vrednost 
Rezultate smo podali kot aritmetično sredino vseh meritev, izračunali pa smo jo po enačbi 1. 
 
… (1) 
 
?̅?……povprečna vrednost 
𝑛……število vrednosti 
𝑥……število i-te meritve 
  
 
?̅? =
1
𝑛
∑𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
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3.2.7.2 Standardni odklon (SD) 
Za izračun statistične razpršenosti enot smo uporabili standardni odklon in ga izračunali po 
enačbi 2. 
 
… (2) 
 
𝑠…….standardni odklon 
𝑛……število vrednosti 
𝑥……število i-te meritve 
?̅?……povprečna vrednost 
  
 
𝑠 = √
∑ (𝑥 − ?̅?)2𝑛𝑖=1
𝑛 − 1
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V eksperimentalnem delu smo proučevali optimalne razmere za izpeljavo MKF sveže 
biomase mikroalge A. platensis. Razmere, katere smo spreminjali, so bile: starterska kultura 
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis), velikost inokuluma (1 %, 5 % (v/v)), 
dodatek hranilne raztopine (fiziološka raztopina – FR, raztopina glukoze in kvasnega 
ekstrakta – GK, 3 % raztopina NaCl) oz. destilirane vode, ter čas fermentacije. Preizkusili 
smo tudi vpliv ekstraktov fermentirane in nefermentirane mikroalgne biomase na 
znotrajcelično oksidacijo kvasovk vrste S. cerevisiae kot modelnega organizma. 
4.1 OPTIMIZACIJA MLEČNOKISLINSKE FERMENTACIJE MIKROALGNE 
BIOMASE 
Optimizacija je potekala v več stopnjah, tako smo s spreminjanjem enega parametra izbrali 
najboljše vzorce in jih naprej optimizirali s spreminjanjem drugih parametrov. Za vsako 
startersko kulturo smo posebej izpeljali celotno optimizacijo. Najprej je bilo potrebno 
določiti pravo razmerje biomasa : tekoči del. V literaturi namreč nismo zasledili podatkov o 
fermentaciji sveže biomase, temveč sušene, zato smo po preračunu na suho snov približno 
prišli do razmerja biomasa : tekoči del = 1 : 1. Tako smo pridobili pasto, z vsebnostjo suhe 
snovi ~ 11,7 g s.s./100 g paste.  
Po določitvi le-tega smo naleteli na naslednje vprašanje, in sicer: ali bo sama biomasa 
A. platensis zadosten substrat za rast mlečnokislinskih bakterij, zato smo fermentacijo 
izvedli z 1 % inokulumom, kjer smo enim vzorcem kot tekoči del dodali FR, drugim pa 
hranilno raztopino z glukozo in kvasnim ekstraktom (GK) in spremljali potek fermentacije 
preko parametra pH, koncentracije mlečne kisline in koncentracije mlečnokislinskih 
bakterij. V hranilni raztopini GK sta namreč glukoza (0,5 % (m/v)) in kvasni ekstrakt (0,1 
% (m/v)), ki naj bi spodbudila mlečnokislinske bakterije k fermentaciji v primeru, da sama 
biomasa mikroalge A. platensis kot substrat ne bi bila zadostna.  
Iz rezultatov fermentacij z bakterijami vrste Lb. plantarum (slika 3, priloga A) lahko 
opazimo, da se je največji delež metabolnih sprememb zgodil že v prvih 24 urah, v katerih 
je bil porast koncentracije mlečne kisline in koncentracije MKB največji, najbolj pa se v tem 
času znižala tudi vrednost pH. Na prvi pogled ni zaznati bistvenih razlik med vzorcem z 
dodano FR in vzorcem z dodano GK, razen pri koncentraciji mlečne kisline. Vrednost pH je 
v prvih 24 h padla z vrednosti ~ 7,3 na vrednost 5, v nadaljevanju pa le še rahlo padala. 
Krivulji vrednosti pH med vzorcema skoraj popolnoma sovpadata zato lahko rečemo, da so 
razlike zanemarljive. Minimalne razlike je moč opaziti v rastni krivulji, kjer je z dodatkom 
GK koncentracija MKB dosegla višje vrednosti in kjer je tudi faza odmiranja celic nastopila 
kasneje kakor v primeru z dodatkom FR.  
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Pri koncentraciji mlečne kisline lahko opazimo velike razlike predvsem v končni fazi 
fermentacije. V primeru z dodano FR je koncentracija mlečne kisline naraščala do konca 
poskusa in ob T = 72 h dosegla najvišjo vrednost (9,3 g/L), medtem ko je v primeru dodatka 
GK najvišjo vrednost (8,68 g/L) dosegla ob T = 48 h, nato pa upadla (6,12 g/L). Podoben 
upad mlečne kisline v času med 48 h in 72 h so opazili tudi Niccolai in sod. (2019) v svoji 
raziskavi, kjer pa vzroka za to niso pojasnili. Znano je, da lahko Lb. plantarum pri 
podaljšanem času fermentacije, ko zmanjka glukoze in ob prisotnosti citrata kot zunanjega 
akceptorja elektronov, tudi v anaerobnih razmerah presnavlja nastalo mlečno kislino v 
mravljinčno, ocetno, jantarno kislino in CO2 (Lindgren, 1989). Ker smo to opazili samo v 
primeru, kjer smo dodali hranilno raztopino GK (ki vsebuje 0,5 % glukoze), lahko sklepamo, 
da se mlečnokislinske bakterije v tem primeru niso trudile pridobiti vira ogljika iz substrata, 
zato so ob pomanjkanju glukoze pričele koristiti tvorjeno mlečno kislino. Vzorčenje ob času 
0 je bilo opravljeno približno 10 minut po inokulaciji (zaradi mešanja posameznega vzorca), 
zato lahko vidimo malo višje vrednosti v koncentraciji mlečne kisline, kjer je bila glukoza 
prisotna. 
Slika 3: Mlečnokislinska fermentacija mikroalgne biomase, inokulirane z 1 % (v/v) inokulumom 
bakterij vrste Lb. plantarum z dodatkom fiziološke raztopine (A) in hranilne raztopine GK (B). 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) 
[logCFU/g], (●) – koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
0,00
2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
0 2 4 4 8 7 2
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
γ 
(M
K
) 
[g
/L
]
Čas fermentacije [h]
p
H
, 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
]
A
0,00
2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
0 2 4 4 8 7 2
4,00
5,00
6,00
7,00
8,00
9,00
10,00
γ
(M
K
) 
[g
/L
]
Čas fermentacije [h]
p
H
, 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
]
B
Mahnič N. Optimizacija mlečnokislinske fermentacije cianobakterij vrste Arthrospira platensis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 
26 
Pod enakimi razmerami smo preskusili sposobnost fermentacije spiruline kot samostojnega 
substrata tudi z bakterijskim sevom Lb. brevis. Opazili smo, da je podobno, kakor v primeru 
z bakterijo Lb. plantarum, fermentacija z ali brez dodane glukoze tekla skoraj identično 
(slika 4). Krivulji vrednosti pH ponovno sovpadata, pri čemer lahko vidimo, da je vrednost 
pH pod 5, v obeh primerih padla že v prvih 24 h in je bila do konca poskusa konstantna. 
Koncentracija MKB je bila v primeru z dodano raztopino GK po 24 h fermentacije in do 
konca nekoliko višja kot v primeru z dodano FR. V primerjavi s fermentacijo z 
Lb. plantarum lahko vidimo, da so MKB količinsko zastopane v podobnem številu 
(~ 9 logCFU/g), pri tem, da se je koncentracija bakterij Lb. brevis bolje ohranila do konca 
poskusa. Zaradi velike standardne deviacije podatkov o vsebnosti mlečne kisline o razlikah 
med vzorcema ne moremo govoriti, lahko pa ponovno opazimo največji porast v prvih 24 h 
in nato konstantne vrednosti do konca trajanja poskusa. Za razliko od fermentacije z Lb. 
plantarum z dodatkom raztopine GK, kjer so vrednosti koncentracije mlečne kisline po 48 
h upadle lahko vidimo, da Lb. brevis v nobenem primeru ne porablja mlečne kisline.  
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Slika 4: Mlečnokislinska fermentacija mikroalgne biomase, inokulirane z 1 % (v/v) inokulumom 
bakterij vrste Lb. brevis z dodatkom fiziološke raztopine (A) in hranilne raztopine GK (B). Rezultati 
so prikazani kot povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) 
[logCFU/g], (●) – koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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Rezultati nakazujejo, da so razlike v koncentraciji MKB, vrednosti pH in koncentraciji 
mlečne kisline zanemarljive, če kot dodatek k mikroalgni biomasi uporabimo FR ali GK. 
Tako smo potrdili, da je biomasa A. platensis kot samostojen substrat primerna za 
fermentacijo z 1 % inokulumom kulture Lb. plantarum in Lb. brevis zato smo v nadaljevanju 
optimizacije dodatek raztopine GK izključili in nadaljevali s fiziološko raztopino. To je 
pomembno tudi z ekonomičnega vidika, saj bi potreba po dodatku hranilne raztopine za 
potek MKF pomenila višje stroške proizvodnje. 
V naslednji stopnji optimizacije smo ugotavljali vpliv velikosti inokuluma na uspešnost 
fermentacije. Za ta poskus smo k biomasi A. platensis s FR dodali 1 % ali 5 % inokulum.  
Začetna koncentracija mlečnokislinskih bakterij Lb. plantarum je bila v primeru 5 % (v/v) 
inokuluma (slika 5A) za 0,5 log CFU/g večja v primerjavi z 1 % (v/v) inokulumom (slika 
3A). Po 24 h je koncentracija celic v obeh primerih dosegla vrednost okoli 9 log CFU/g, ki 
je v primeru 1 % inokuluma v nadaljevanju padala, v drugem primeru pa ostala konstantna 
Slika 5: Mlečnokislinska fermentacija mikroalgne biomase, inokulirane z 5 % (v/v) inokulumom 
bakterij vrste Lb. plantarum (A) in Lb. brevis (B) z dodatkom fiziološke raztopine. Rezultati so 
prikazani kot povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) [logCFU/g], 
(●) – koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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do konca trajanja poskusa. Razlike je moč opaziti v koncentraciji MK, predvsem v kasnejši 
fazi fermentacije. Pri relativnem porastu koncentracije MK v prvih 24 h ne moremo govoriti 
o razlikah, ponovno zaradi velike razpršenosti rezultatov. Pri vzorcu s 5 % (v/v) inokulumom 
lahko opazimo tendenco k padanju koncentracije mlečne kisline po 48 h fermentacije, česar 
pa pri vzorcu z 1 % (v/v) inokulumom ne vidimo. Koncentracija mlečne kisline je bila v 
primeru 5 % (v/v) inokuluma za približno 3 g/L manjša kot v primeru 1 % (v/v) inokuluma. 
Med vzorcema ni zaznati bistvenih razlik v vrednosti pH tekom fermentacije, ki je po 24 h 
dosegla vrednost okoli 5 in v nadaljevanju ostala konstantna.  
Pri enakem poskusu s kulturo Lb. brevis (slika 5B) lahko opazimo, da je v primeru, ko smo 
dodali 5 % inokulum, začetna koncentracija celic za 0,6 log CFU/g višja kot v primeru 1 % 
(v/v) inokuluma (slika 3B). Že v prvih 24 h se koncentracija MKB med vzorcema izenači in 
ostane enaka do konca trajanja poskusa. Tudi v koncentraciji mlečne kisline ni zaznati 
bistvenih razlik med vzorcema, lahko pa povemo, da za razliko od fermentacij z bakterijo 
Lb. plantarum tukaj ni zaznati trenda v upadu vsebnosti mlečne kisline. To nakazuje, da 
bakterije Lb. brevis kljub pomanjkanju hranil v anaerobnih razmerah ne morejo koristiti 
nastale mlečne kisline kot vir ogljika. Vrednost pH se tudi v tem primeru skoraj popolnoma 
prekriva med vzorcema, kjer po 24 h fermentacije vrednost pade pod 5 in se tam ohrani do 
konca trajanja poskusa. Končne vrednosti pH so v splošnem nižje pri fermentacijah z 
bakterijo Lb. brevis.  
Iz tega poskusa smo ugotovili, da tudi velikost inokuluma bistveno ni vplivala na potek 
fermentacije, zato smo se odločili, da je 5 % (v/v) inokulum nepotreben in zatorej izključen 
iz nadaljne optimizacije.  
Z optimizacijo smo nadaljevali v smeri razbitja celic mikroalgne biomase, in sicer za lažji 
dostop hranil mlečnokislinskim bakterijam. To smo želeli doseči z ozmotskim stresom, zato 
smo v enem primeru kot tekočino dodali destilirano vodo, v drugem pa raztopino 3 % (m/v) 
NaCl. Natrijev klorid ima v manjših koncentracijah (do 3 %) lahko celo stimulativen učinek 
na rast mlečnokislinskih bakterij in produkcijo mlečne kisline (Joshi, 2008; Patel, 2016).  
V primeru, kjer smo pri MKF z bakterijami vrste Lb. plantarum kot tekočino dodali 
destilirano vodo (slika 4A), lahko v primerjavi z do sedaj optimiziranim vzorcem, kjer smo 
dodali FR (slika 3A) opazimo zgodnejši nastop faze odmiranja celic. Začetni porast 
koncentracije MKB je bil med vzorcema primerljiv, medtem ko se je med 48 in 72 h v 
primeru dodatka dH2O koncentracija MKB zmanjšala za več kot 2 logCFU/g in je bila na 
koncu poskusa enaka začetni (7 logCFU/g). Posledice zmanjšanja števila celic lahko 
zaznamo tudi z zmanjšano produkcijo mlečne kisline v zadnjih 24 h, ki je bila v primerjavi 
z MKF z dodatkom FR, na koncu poskusa za približno 1 g/L manjša. Podoben upad 
koncentracije MKB in mlečne kisline v zadnjih 24 h so opazili tudi Niccolai in sod. (2019), 
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le da so v njihovem primeru bile maksimalne vrednosti koncentracije mlečne kisline (3,67 ± 
0,18 g/L) za približno polovico manjše kakor v našem primeru (8,26 ± 0,75 g/L). Razlog za 
takšno odstopanje lahko najdemo v koncentraciji suhe snovi mikroalgne biomase v 
fermentacijski brozgi in razmerah fermentacije. V primeru Niccolai-a in sod. (2019) je bila 
vsebnost suhe snovi v fermentacijski brozgi 9,2 g s.s/100 g medtem ko je v našem primeru 
znašala 11,7 g s.s./100 g, kar pomeni več hranil za MKB in zato posledično možnost večje 
produkcije mlečne kisline. Produkcija mlečne kisline pa je odvisna tudi od razmer, v katerih 
fermentacija poteka. Eden poglavitnih pogojev je vzpostavitev anaerobnih razmer. 
Inkubacija na stresalniku pri 100 obr./min. s penastim zamaškom (ni navedeno v viru), kot 
so to storili Niccolai in sod. (2019) ustvari precej aerobne razmere, v katerih je produkcija 
mlečne kisline zmanjšana, oziroma je pretvorba iz mlečne v ocetno kislino zaradi prisotnosti 
kisika pospešena. To lahko potrdimo z rezultati Gupta in sod. (2010), kjer so v statičnih 
razmerah MKF morske trave pridobili več mlečne kisline kakor s stresanjem.  
Slika 6: Mlečnokislinska fermentacija mikroalgne biomase, inokulirane z 1 % (v/v) inokulumom 
bakterij vrste Lb. plantarum z dodatkom destilirane vode (A) in 3 % (m/v) raztopine NaCl (B). 
Rezultati so prikazani kot povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) 
[logCFU/g], (●) – koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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Na sliki 6B lahko opazimo velik vpliv 3 % (m/v) raztopine NaCl kot dodatka na potek 
fermentacije, predvsem pa na produkcijo mlečne kisline. Ne glede na to, da so krivulje 
vrednosti pH med vsemi vzorci (dodatek dH2O, FR, 3 % (m/v) NaCl) skoraj popolnoma 
poravnane, lahko v tem primeru opazimo največjo produkcijo mlečne kisline doslej. Po 48 h 
fermentacije je koncentracija mlečne kisline dosegla vrednost 10 g/L, kar kaže na 
spodbujajoč vpliv NaCl k produkciji mlečne kisline z bakterijami Lb. plantarum. Četudi se 
v zadnjih 24 h nakazuje upad mlečne kisline, ga zaradi prevelikega odstopanja med 
ponovitvami ne moremo potrditi. Podobno se nakazuje tudi upad števila MKB v zadnjih 
24 h, a ga zaradi enakih razlogov ne moremo potrditi. Kot kaže je že 0,9 % (m/v) raztopina 
NaCl – FR kot dodatek zadostna, da je v vzorcih po 72 h preživetje celic večje kakor v 
primeru dodatka dH2O.  
MKF s startersko kulturo Lb. brevis in dodatkom dH2O (slika 7A) je potekala precej podobno 
kakor z dodatkom FR (slika 4A). Manjše razlike so opazne pri vseh merjenih parametrih, a 
jih ponovno zaradi odstopanj od aritmetične sredine ne moremo upoštevati. Z gotovostjo 
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Slika 7: Mlečnokislinska fermentacija mikroalgne biomase, inokulirane z 1 % (v/v) inokulumom 
bakterij vrste Lb. brevis z dodatkom destilirane vode (A) in 3 % (m/v) raztopine NaCl (B). Rezultati 
so prikazani kot povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) 
[logCFU/g], (●) – koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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lahko povemo samo to, da je bila končna koncentracija mlečne kisline v primeru z dodatkom 
dH2O za približno 0,7 g/L manjša kakor z dodatkom FR. V primeru dodatka raztopine 3 % 
(m/v) NaCl lahko vidimo že večje razlike v primerjavi z dodatkom FR. Porast koncentracije 
MKB v prvih 24 h je pri vseh razmerah podoben a v primeru dodatka 3 % (m/v) NaCl že v 
naslednjih 24 h upade za približno 0,6 logCFU/g in se v nadaljevanju ne spreminja. pH 
vrednost doseže v primeru dodatka 3 % (m/v) NaCl najnižje vrednosti doslej (4,65), hkrati 
pa lahko v tem primeru opazimo tudi malo višje vrednosti koncentracije mlečne kisline v 
primerjavi z ostalimi dodatki. Podobne vrednosti pH (4,6) so po 72 h fermentacije spiruline 
z bakterijami vrste Lb. plantarum z dodatkom dH2O izmerili tudi de Marco Castro in sod. 
(2019). 
Iz tega poskusa lahko vidimo, da koncentracija soli do 3 % (m/v) v dodani tekočini bistveno 
vpliva na potek fermentacije. Četudi pri dodatku 3 % (m/v) NaCl opazimo rahel upad v 
števillu bakterij Lb. brevis so vrednosti koncentracije mlečne kisline višje in pH vrednosti 
nižje pri obeh uporabljenih MKB. S tem lahko potrdimo domneve o pozitivnem učinku 
nizkih koncentracij NaCl na produkcijo mlečne kisline tekom MKF spiruline. 
S tem poskusom smo z optimizacijo zaključili. Kot smo že omenili, je bil dodatek raztopine 
GK nepotreben in izključen, tako kot tudi 5 % (v/v) inokulum. Rezultati MKF z dodatkom 
dH2O so kazali na slabše razmere, zato bomo tudi te opredelili kot neoptimalne. Med 
rezultati pridobljenimi pri fermentacijah z dodatkom FR in 3 % (m/v) NaCl smo opazili 
najboljše razmere za rast MKB in produkcijo mlečne kisline. Poleg tega, da je bila 
koncentracija mlečne kisline višja ob prisotnosti višje koncentracije soli, se je pri takšni 
koncentraciji soli že poznal upad v številu MKB. Zaradi tega kot tudi zaradi najboljše 
ponovljivosti smo kot optimalne razmere določili 1 % inokulum MKB z dodatkom FR. Med 
starterskima kulturama smo lahko opazili večjo akumulacijo mlečne kisline pri Lb. 
plantarum, nižje pH vrednosti pa pri Lb. brevis. Ker je slednji iz skupine obligatnih 
heterofermentativnih MKB, smo manjšo produkcijo mlečne kisline tudi pričakovali. Glede 
na primerjavo bi lahko rekli, da je Lb. plantarum na tem substratu tudi koristil 
heterofermentativni metabolizem, pa čeprav spada med fakultativno homofermentativne 
MKB. Da bi zares ugotovili, kateri med njima je bolj primeren za vodenje MKF na sveži 
mikroalgni biomasi kot samostojnem substratu, bi bile potrebne dodatne raziskave, 
predvsem v smeri metabolizma MKB, zato bomo obe MKB opredelili kot primerni za 
tovrstno fermentacijo.  
4.2 SPONTANA MLEČNOKISLINSKA FERMENTACIJA MIKROALGNE 
BIOMASE IN KARAKTERIZACIJA NATIVNE MIKROBIOTE 
Niccolai in sod. (2019) so v svoji raziskavi ugotavljali tudi prispevek nativne mikrobiote A. 
platensis k znižanju pH in produkciji mlečne kisline ter ugotovili, da je nekaj 
mlečnokislinskih bakterij že prisotnih na sami biomasi mikroalge, a da večjega prispevka k 
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fermentaciji ne dajo. Tudi mi smo želeli preveriti, ali so v preučevani sveži biomasi A. 
platensis prisotne nativne mlečnokislinske bakterije in če so, koliko prispevajo k 
fermentaciji. Spontano fermentacijo smo izvedli v enakih razmerah kot inokulirano in v vseh 
štirih tekočinah posebej. Rezultati poskusa so prikazani na slikah 8 in 9.  
Podatki kažejo, da so v biomasi prisotne mlečnokislinske bakterije, ki v neki smeri izpeljejo 
fermentacijo. Kot prvo, lahko opazimo precejšnje razlike v začetni koncentraciji 
mlečnokislinskih bakterij (od 3,0 do 4,7 log CFU/g), kar nakazuje na nehomogenost ali 
nehomogeno preraščenost sveže biomase A. platensis. Svežo biomaso smo od proizvajalca 
prejeli po hladni verigi, a je od žetve do zamrzovanja alikvotov minilo vsaj 24 h. V tem času 
so se lahko bakterije na površini mikroalgne biomase namnožile bolj kakor v notranjosti in 
zato preraščenost z bakterijami ni bila homogena. Koncentracija mlečnokislinskih bakterij 
je po 24 h v vseh primerih poskočila nad vrednosti 8,5 log CFU/g, le v primeru z GK pa 
dosegla vrednost 9,0 log CFU/g. Koncentracija mlečne kisline je počasi naraščala v vseh 
primerih in po 72 h dosegla vrednosti nad 7 g/L (7,3 g/L v vzorcu s FR), razen v primeru z 
0,00
2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
0 2 4 4 8 7 2
2,50
3,50
4,50
5,50
6,50
7,50
8,50
9,50
γ 
(M
K
) 
[g
/L
]
Čas fermentacije [h]
p
H
, 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
]
A
0,00
2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
0 2 4 4 8 7 2
2,50
3,50
4,50
5,50
6,50
7,50
8,50
9,50
γ 
(M
K
) 
[g
/L
]
Čas fermentacije [h]
p
H
, 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
]
B
Slika 8: Primerjava spontanih fermentacij v FR (A) in GK (B). Rezultati so prikazani kot povprečne 
vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) [logCFU/g], (●) – koncentracija 
mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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GK, kjer bi praviloma pričakovali večjo produkcijo mlečne kisline, je bila najvišje izmerjena 
vrednost 6,3 g/L. Iz rezultatov lahko opazimo še, da v primeru dodatka 3 % raztopine NaCl 
ni opaziti stimulativnega učinka za produkcijo mlečne kisline, kakor pri vzorcih inokuliranih 
s startersko kulturo, medtem ko je rast nativnih bakterij presegla vrednosti inokuliranega 
vzorca z dodano destilirano vodo. pH vrednost je v prvih 24 h najhitreje padla v primeru z 
dodano hranilno raztopino GK, medtem ko je po 72 h najnižje vrednosti (5,2) dosegla pri 
vzorcih z FR in dH2O.  
Ker je spontana fermentacija tekla razmeroma dobro, nas je zanimalo izvedeti kaj več o 
nativni mikrobioti mikroalgne biomase. Kulturo smo izolirali in opravili nekaj testov, da 
smo se prepričali, da gre zares za mlečnokislinske bakterije. S kulturo smo opravili katalazni 
test, kateri je bil negativen, kar je značilno za mlečnokislinske bakterije. Pripravili smo tudi 
mikroskopski preparat, bakterije fiksirali in obarvali po Gramu.  
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Slika 9: Primerjava spontanih fermentacij v dH2O (A) in 3% NaCl (B). Rezultati so prikazani kot 
povprečne vrednosti ± SD, n = 2. (■) – pH, (▲) – koncentracija MKB (N) [logCFU/g], (●) – 
koncentracija mlečne kisline – γ (MK) [g/L] 
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Tako pripravljen preparat smo mikroskopirali z imerzijo in opazili, da so bakterije po Gramu 
pozitivne, ovalne kokoidne oblike, velikosti približno 1 µm v dolžino, ki so po večini v parih 
(Slika 10). 
Nativno mikrobioto je bilo od inokulirane moč ločiti tudi po velikosti in barvi kolonij na 
ploščah z MRSc agarjem. Le-te, so bile v primerjavi s starterskimi bakterijami manjše, zaradi 
počasnejše rasti in svetlejše. 
Ne glede na razmeroma dobro fermentacijsko sposobnost nativne mikrobiote sveže biomase 
A. platensis, je bila fermentacija bolje izvedena z dodatkom inokuluma. Fermentacija z 
inokuliranimi bakterijami je bila rezultat pretežno čiste fermentacije, saj kolonij nativnih 
bakterij na ploščah, iz vzorcev vodeno fermentirane paste ni bilo zaznati, oziroma le v 
manjšem številu. Vzorce smo tudi senzorično ovrednotili z vonjanjem, kjer smo opazili, da 
je bil vonj pri vzorcih vodenih fermentacij prijetnejši v primerjavi z vzorci spontanih 
fermentacij. 
4.3 ANTIOKSIDATIVNA UČINKOVITOST EKSTRAKTOV MIKROALGNE PASTE 
V CELICAH KVASOVK Saccharomyces cerevisiae  
V magistrski nalogi (Mrak, 2019) so optimizirali pripravo vodnih in etanolnih ekstraktov 
mikroalgne paste A. platensis pred in po mlečnokislinski fermentaciji (mikroalgna biomasa 
+ FR, 1 % inokulum kulture Lb. plantarum ali Lb. brevis.) V ekstraktih so določali vsebnost 
skupnih fenolov ter in vitro antioksidativno učinkovitost ekstraktov. Vzorec ob času 0 (pred 
fermentacijo) je bil pripravljen enako kot ostali vzorci s to razliko, da ni bil inkubiran, ampak 
Slika 10: Mikroskopski posnetek nativne mikrobiote, barvane po Gramu, 1000x povečava. 
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takoj po inokulaciji zamrznjen do ekstrakcije. Ekstrakcijo so opravili v dveh topilih (dH2O 
in 96 % etanol). Vodne ekstrakte so liofilizirali, etanolne pa izpareli z rotavaporjem. Suhe 
ekstrakte so potem raztopili v vodi (vodni ekstrakti) ali v DMSO (etanolni ekstrakti). 
Koncentracija založne raztopine je bila 50 mg s.s./mL. Tem ekstraktom smo določili 
antioksidativno učinkovitost v celicah kvasovk Saccharomyces cerevisiae, in sicer po 
tretiranju z dvema različnima koncentracijama ekstrakta v suspenziji: 1,5 mg s.s./mL in 3 
mg s.s./mL. Rezultate znotrajcelične oksidacije smo izrazili kot relativne vrednosti 
fluorescenca/optična gostota (F/OD) glede na ustrezno kontrolo (voda ali DMSO). 
Absolutne vrednosti rezultatov so predstavljene v prilogi C. 
Antioksidativna učinkovitost ekstraktov past, fermentiranih s kulturo Lb. plantarum, je 
prikazana na sliki 11. Vodni ekstrakti nefermentirane (t = 0) paste so v celicah kvasovk 
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Slika 11: Znotrajcelična oksidacija kvasnih celic po tretiranju z ekstrakti nefermentirane (t = 0) in 
fermentirane (24, 48 in 72 h) mikroalgne paste (1 % (v/v) inokulum Lb. plantarum, dodatek FR), 
koncentracija ekstrakta 1,5 mg s.s./mL suspenzije (A) in 3 mg s.s./mL suspenzije (B). Rezultati so 
prikazani kot povprečne relativne vrednosti fluorescenca/optična gostota (F/OD) ±SD glede na 
ustrezno kontrolo (voda ali DMSO), ki je 100 %, n = 2. (▲) etanolni ekstrakti, (■) vodni ekstrakti 
Mahnič N. Optimizacija mlečnokislinske fermentacije cianobakterij vrste Arthrospira platensis. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
 
36 
zvišali znotrajcelično oksidacijo glede na kontrolo. S fermentacijo se je tako pri koncentraciji 
ekstrakta 1,5 kot 3 mg s.s./mL suspenzije (slika 11) povišan nivo oksidacije vzdrževal.  
Pri etanolnem ekstraktu paste v koncentraciji 1,5 in 3 mg s.s./mL suspenzije takoj po 
inokulaciji ni bilo sprememb v antioksidativni učinkovitosti glede na kontrolo, tekom 
fermentacije pa se je pokazal antioksidativni učinek. Največji padec v znotrajcelični 
oksidaciji je bil razviden v prvih 24 h, vrednosti med 24 in 72 h pa so bile večinoma 
konstantne.  
Podobno lahko rečemo tudi za etanolne ekstrakte paste, fermentirane s kulturo Lb. brevis 
(slika 12). Ob času 0 je bil opazen rahel padec v znotrajcelični oksidaciji glede na kontrolo, 
v prvih 24 urah pa se znotrajcelična oksidacija še rahlo zmanjšala. Pri vzorcih ekstraktov 
nefermentiranih past lahko opazimo, da je bila antioksidativna učinkovitost nekoliko višja v 
primeru, ko smo svežo mikroalgno biomaso inokulirali s kulturo Lb. brevis kot v primeru 
inokuluma Lb. plantarum. To nakazuje na višjo antioksidativno učinkovitost same biomase 
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Slika 12: Znotrajcelična oksidacija kvasnih celic po tretiranju z ekstrakti nefermentirane (t = 0) in 
fermentirane (24, 48 in 72 h) mikroalgne paste paste (1 % (v/v) inokulum Lb. brevis, dodatek FR), 
koncentracija ekstrakta 1,5 mg s.s./mL suspenzije (A) in 3 mg s.s./mL suspenzije (B). Rezultati so 
prikazani kot povprečne relativne vrednosti fluorescenca/optična gostota (F/OD) ±SD glede na 
ustrezno kontrolo (voda ali DMSO), ki je 100 %, n = 2. (▲) etanolni ekstrakti, (■) vodni ekstrakti 
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kulture Lb. brevis v primerjavi s kulturo Lb. plantarum. Pri vodnih ekstraktih paste, 
fermentirane s kulturo Lb. brevis, smo zaznali velik vpliv koncentracije ekstrakta na 
znotrajcelično oksidacijo. Pri koncentraciji 1,5 mg s.s./mL (slika 12A) so ekstrakti 
nefermentirane paste (t = 0) kazali rahel dvig znotrajcelične oksidacije, medtem ko ekstrakti 
fermentirane paste (t = 24, 48, 72 h) niso kazali vpliva na znotrajcelično oksidacijo, saj je 
bila le-ta enaka kontroli. Vodni ekstrakti s koncentracijo v suspenziji 3 mg s.s./mL (Slika 
12B) pa so kazali prooksidativni učinek, ki je z daljšanjem fermentacije kazal trend v 
povečevanju.  
Rezultate tega poskusa lahko primerjamo z rezultati določanja antioksidativne učinkovitosti 
in vitro, ki so bili pridobljeni v sklopu magistrske naloge Mrak (2019) iz istih ekstraktov. Iz 
rezultatov in vitro poskusa lahko razberemo, da so vodni ekstrakti delovali bolj 
antioksidativno kakor etanolni, s tem, da se je antioksidativna učinkovitost vodnih ekstraktov 
s fermentacijo zmanjšala, medtem ko se je antioksidativna učinkovitost etanolnih ekstraktov 
s fermentacijo povečala. Večjih razlik med različno dolgo fermentiranimi (24, 48, 72 h) 
pastami niso zaznali, zato lahko podatke fermentirane paste posplošimo. Tudi v našem 
primeru lahko vidimo, da večjih razlik med različno dolgo fermentiranimi ekstrakti ni. Med 
rezultati in vitro in in vivo poskusov lahko vidimo precejšnja odstopanja. Četudi so vodni 
ekstrakti v in vitro poskusu kazali antioksidativno učinkovitost, lahko opazimo, da na celice 
delujejo ravno nasprotno, saj se z dodatkom ekstraktov v suspenzijo zviša znotrajcelična 
oksidacija. Ravno obratno lahko rečemo za etanolne ekstrakte, ki so v in vitro poskusu kazali 
nižjo antioksidativno učinkovitost v primerjavi z vodnimi, a so v celicah uspešno zmanjšali 
raven oksidacije. 
Glede hipotez, ki smo jih postavili, lahko potrdimo prvo hipotezo, ki pravi, da bomo za 
izbrano mikroalgo našli primerno kombinacijo parametrov, ki bo vodila v optimalno 
mlečnokislinsko fermentacijo. Drugo hipotezo moramo zavreči, saj potek mlečnokislinske 
fermentacije ni bil predvsem odvisen od izbrane vrste mlečnokislinskih bakterij, ampak od 
vrste dodatka. Pri tretji hipotezi smo prišli do delne potrditve, saj so le etanolni ekstrakti 
fermentiranih past kazali višjo antioksidativno učinkovitost v primerjavi z ekstrakti 
nefermentiranih past. 
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5 SKLEPI 
• Pri mlečnokislinski fermentaciji sveže biomase mikroalge A. platensis kot samostojnega 
substrata smo v prvih 24 h fermentacije opazili največje spremembe, kasneje pa so 
vrednosti merjenih parametrov, razen koncentracija mlečne kisline po večini ostajale 
nespremenjene. 
• Kot optimalne razmere za mlečnokislinsko fermentacijo sveže biomase mikroalge A. 
platensis so se izkazali dodatek 1 % inokuluma ne glede na izbrano vrsto 
mlečnokislinskih bakterij, izbira fiziološke raztopine kot tekoče faze in trajanje 
fermentacije 24h. 
• V primeru, ko smo mikroalgni biomasi dodali 3 % (m/v) NaCl, so bile razlike med 
uporabljenima kulturama znatne, v primeru ostalih dodatkov, pa so bile razlike med 
njima majhne, pri čemer je v povprečju Lb. plantarum proizvedel večje koncentracije 
mlečne kisline, Lb. brevis pa dosegal nižje vrednosti pH. 
• V sveži mikroalgni biomasi so prisotne avtohtone mlečnokislinske bakterije, ki lahko 
izpeljejo spontano mlečnokislinsko fermentacijo. 
• Antioksidativna učinkovitost vodnih ekstraktov je bila odvisna od koncentracije 
ekstrakta v suspenziji in uporabljene starterske kulture, medtem ko tega pri etanolnih 
ekstraktih ni bilo zaznati. 
• V primerjavi z nefermentirano pasto se je po fermentaciji antioksidativna učinkovitost 
etanolnih ekstraktov povečala, pri vodnih ekstraktih pa se ni spremenila oz. se je 
zmanjšala, kar pa je bilo odvisno od koncentracije ekstrakta in uporabljene starterske 
kulture.  
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6 POVZETEK 
Cianobakterije vrste Arthrospira platensis (spirulina) se v prehranske namene uporabljajo 
že tisočletja. Znane so kot bogat vir visokokakovostnih beljakovin, vitaminov, mineralov in 
drugih bioaktivnih snovi. Z znanim ugodnim vplivom mlečnokislinske fermentacije (MKF) 
na podaljšanje obstojnosti, izboljšane funkcionalne in senzorične lastnosti smo MKF na 
sveži biomasi kot samostojnem substratu izvedli z dvema vrstama mlečnokislinskih bakterij 
– Lactobacillus plantarum in Lactobacillus brevis. Za vsako kulturo smo posebej izpeljali 
optimizacijo, kjer smo s spreminjanjem velikosti inokuluma, vrste dodatka (dH2O, raztopina 
glukoze in kvasnega ekstrakta, ter 0,9 in 3 % (m/v) NaCl) in časa fermentacije iskali 
najboljše razmere glede na vrednost pH, koncentracijo mlečnokislinskih bakterij in 
koncentracijo mlečne kisline. Pri velikosti inokuluma smo testirali 1 % in 5 % (v/v) 
inokulum. Razlike med njima so bile zanemarljive, zato smo večji inokulum izključili iz 
nadaljnje optimizacije. Največje razlike so se pojavile med vzorci z dodano različno tekočo 
fazo. Dodatek raztopine glukoze in kvasnega ekstrakta (GK) je v poznejši fazi fermentacije 
slabše vplival na rast mlečnokislinskih bakterij, zato ga nismo vključili v nadaljnjo 
optimizacijo. Enako je tudi dodatek destilirane vode kazal slabše rezultate v primerjavi s 
fiziološko raztopino. Med vzorci z dodano FR in 3 % (m/v) NaCl smo se kljub temu, da je 
v bila primeru 3 % (m/v) NaCl produkcija mlečne kisline največja, odločili za 0,9 % (m/v) 
NaCl kot optimalen dodatek. Glede časa fermentacije lahko zaključimo, da je bila 24-h 
fermentacija zadostna, saj so razen koncentracije mlečne kisline, ki je kasneje počasi še 
naraščala, drugi parametri v kasnejših časih ostali nespremenjeni. Med uporabljenima 
kulturama ni bilo zaznati večjih razlik, lahko pa rečemo, da je v povprečju Lb. plantarum 
proizvedel večje količine mlečne kisline, medtem ko je Lb. brevis dosegal nižje vrednosti 
pH, tako lahko obe kulturi označimo kot primerni za mlečnokislinsko fermentacijo sveže 
biomase mikroalge A. platensis. Tudi brez dodatka inokuluma je fermentacija tekla in 
opazna je bila tudi tvorba mlečne kisline, kar nakazuje na prisotnost mlečnokislinskih 
bakterij že v sami biomasi A. platensis. Ne glede na to, je bila mlečnokislinska fermentacija 
z dodano startersko kulturo bolje izpeljana in rezultat pretežno čiste fermentacije, saj je 
inokulirana kultura prevladala nad nativno. Z ugotavljanjem antioksidativne učinkovitosti 
ekstraktov fermentiranih in nefermentiranih past in vivo smo ugotovili, da je bila le-ta 
predvsem odvisna od uporabljenega ekstrakcijskega topila. Pri vodnih ekstraktih se je 
antioksidativna učinkovitost spreminjala tudi v odvisnosti od koncentracije ekstrakta v 
suspenziji in uporabljene straterske kulture, medtem ko pri etanolnih ekstraktih tega nismo 
zaznali. V primerjavi z nefermentirano pasto se je po fermentaciji antioksidativna 
učinkovitost etanolnih ekstraktov paste povečala, pri vodnih ekstraktih pa se ni spremenila 
oz. se je zmanjšala, kar pa je bilo odvisno od koncentracije ekstrakta in uporabljene starterske 
kulture. Zbrani podatki nakazujejo na potencial MKF pri povečanju funkcionalnosti in 
obstojnosti sveže biomase mikroalge A. platensis.  
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PRILOGE 
PRILOGA A 
Rezultati mlečnokislinske fermentacije  
Priloga A1: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. plantarum z dodatkom FR 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,18 7,35 7,27 0,12 
24 5,08 5,1 5,09 0,01 
48 4,95 4,89 4,92 0,04 
72 4,89 4,86 4,88 0,02 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,00 6,98 6,99 0,01 
24 9,06 9,02 9,04 0,03 
48 8,98 8,84 8,91 0,10 
72 8,70 8,85 8,77 0,10 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 2,81 3,12 2,97 0,21 
24 8,04 6,83 7,43 0,86 
48 8,93 8,57 8,75 0,25 
72 9,35 9,28 9,31 0,05 
 
 
 
Priloga A2: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. plantarum z dodatkom GK 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,35 7,47 7,41 0,08 
24 5,03 5,01 5,02 0,01 
48 4,92 4,89 4,91 0,02 
72 4,74 4,74 4,74 0,00 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 6,85 6,85 6,85 0,00 
24 9,24 9,15 9,19 0,07 
48 9,28 9,32 9,30 0,03 
72 9,00 9,11 9,06 0,08 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 3,38 3,95 3,67 0,40 
24 8,35 8,64 8,50 0,21 
48 8,49 8,87 8,68 0,27 
72 6,03 6,21 6,12 0,13 
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Priloga A3: MKF s 5 % inokulumom kulture Lb. plantarum z dodatkom FR 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,5 7,09 7,30 0,29 
24 5,11 5,42 5,27 0,22 
48 4,96 5,06 5,01 0,07 
72 4,79 4,93 4,86 0,10 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,48 7,69 7,58 0,15 
24 9,13 9,15 9,14 0,01 
48 9,37 9,00 9,19 0,26 
72 9,13 9,10 9,11 0,02 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 4,24 1,93 3,08 1,63 
24 8,28 5,02 6,65 2,31 
48 8,30 5,66 6,98 1,87 
72 6,87 5,79 6,33 0,77 
 
 
 
Priloga A4: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. plantarum z dodatkom dH2O 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,27 7,73 7,50 0,33 
24 5,16 5,18 5,17 0,01 
48 5,08 5,02 5,05 0,04 
72 4,96 4,96 4,96 0,00 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,08 7,02 7,05 0,04 
24 8,93 8,81 8,87 0,08 
48 8,85 9,28 9,06 0,31 
72 8,90 9,02 8,96 0,08 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 4,05 3,77 3,91 0,20 
24 7,79 4,24 6,01 2,51 
48 8,05 8,28 8,16 0,16 
72 7,54 6,48 7,01 0,75 
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Priloga A5: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. plantarum z dodatkom 3 % (m/v) NaCl 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,36 7,53 7,45 0,12 
24 5,03 5,15 5,09 0,08 
48 4,97 4,96 4,97 0,01 
72 4,88 5,06 4,97 0,13 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,18 7,08 7,13 0,07 
24 8,57 8,95 8,76 0,27 
48 8,95 9,60 9,28 0,46 
72 8,95 8,98 8,97 0,02 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 2,70 2,94 2,82 0,17 
24 8,85 9,08 8,96 0,17 
48 10,08 9,87 9,98 0,15 
72 10,31 8,27 9,29 1,44 
 
 
 
Priloga A6: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. brevis z dodatkom FR 
 
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 6,88 7,09 6,99 0,15 
24 4,86 4,76 4,81 0,07 
48 4,87 4,74 4,81 0,09 
72 4,70 4,72 4,71 0,01 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,27 7,20 7,24 0,04 
24 9,07 8,78 8,93 0,21 
48 8,70 8,90 8,80 0,14 
72 8,78 8,78 8,78 0,00 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 3,30 1,7672 2,53 1,08 
24 8,37 7,2814 7,83 0,77 
48 8,55 4,2898 6,42 3,01 
72 8,81 8,6549 8,73 0,11 
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Priloga A7: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. brevis z dodatkom GK 
 
Čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 6,86 6,82 6,84 0,03 
24 4,80 4,76 4,78 0,03 
48 4,80 4,75 4,78 0,04 
72 4,71 4,73 4,72 0,01 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,16 7,15 7,15 0,01 
24 9,12 9,26 9,19 0,10 
48 9,13 9,20 9,17 0,05 
72 9,24 8,93 9,08 0,22 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 2,29 3,1709 2,73 0,62 
24 9,11 7,7035 8,41 0,99 
48 9,38 8,3987 8,89 0,69 
72 8,92 8,5410 8,73 0,27 
 
 
 
Priloga A8: MKF s 5 % inokulumom kulture Lb. brevis z dodatkom FR 
 
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 6,90 6,89 6,90 0,01 
24 4,91 4,87 4,89 0,03 
48 4,89 4,82 4,86 0,05 
72 4,66 4,77 4,72 0,08 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,90 7,85 7,87 0,04 
24 9,41 9,18 9,29 0,16 
48 8,98 9,11 9,05 0,10 
72 8,76 9,00 8,88 0,17 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 3,42 1,2446 2,33 1,54 
24 8,17 6,8794 7,53 0,91 
48 8,76 7,9715 8,36 0,55 
72 9,33 8,6415 8,99 0,49 
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Priloga A9: MKF z 1 % inokulumom kulture Lb. brevis z dodatkom dH2O 
  
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,71 6,66 7,19 0,74 
24 4,95 5,54 5,25 0,42 
48 4,49 5,27 4,88 0,55 
72 4,83 5,22 5,03 0,28 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,36 7,30 7,33 0,04 
24 8,28 8,88 8,58 0,43 
48 8,58 8,85 8,72 0,19 
72 8,70 8,68 8,69 0,01 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 2,77 3,44 3,10 0,48 
24 7,98 7,75 7,86 0,16 
48 8,06 8,65 8,35 0,42 
72 7,78 8,24 8,01 0,33 
 
 
 
Priloga A10: MKF 1 % inokulumom kulture Lb. brevis z dodatkom 3 % (m/v) NaCl 
 
čas 
fermentacije 1. ponovitev 2. ponovitev povprečje SD 
p
H
 
0 7,51 6,84 7,18 0,47 
24 4,67 4,62 4,65 0,04 
48 4,68 4,65 4,67 0,02 
72 4,79 4,6 4,70 0,13 
N
 [
lo
g
C
F
U
/g
] 
0 7,20 7,40 7,30 0,14 
24 9,30 8,88 9,09 0,30 
48 8,20 8,59 8,40 0,27 
72 8,58 8,40 8,49 0,13 
γ 
(M
K
) 
 
[g
/L
] 
0 2,94 3,01 2,98 0,05 
24 8,58 10,04 9,31 1,03 
48 10,46 9,14 9,80 0,94 
72 9,35 10,29 9,82 0,67 
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PRILOGA B 
Umeritvena krivulja za spektrofotometrično določanje mlečne kisline 
y = 0,0857x + 0,0061
R² = 0,9989
0
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0,6
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0
Masna koncentracija mlečne kisline [g/L]
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PRILOGA C 
Rezultati določanja in vivo antioksidativne učinkovitosti ekstraktov past  
Priloga C1: Rezultati določanja in vivo antioksidativne učinkovitosti ekstraktov past z dodano kulturo Lb. Plantarum, ob času 0, 24, 48 in 72 h 
   1. ponovitev 2. ponovitev   
   F OD F/OD % F OD F/OD % povprečje SD 
V
o
d
n
i 
ek
st
ra
k
ti
 
1
,5
 m
g
 
s.
s.
/m
L
 
K1* 827 0,2963 2791,09 100 1571 0,4136 3798,13 100 100 0 
K2 1252 0,3931 3184,94 100 963 0,3964 2429,67 100 100 0 
0 (K1) 1034 0,3006 3440,36 123,26 1818 0,4261 4266,35 112,33 117,80 7,73 
24 (K1) 884 0,2919 3028,43 108,50 2051 0,4092 5012,53 131,97 120,24 16,60 
48 (K2) 1422 0,4106 3463,65 108,75 1128 0,4099 2752,23 113,28 111,01 3,20 
72 (K2) 1368 0,4042 3384,46 106,26 1113 0,4149 2682,57 110,41 108,34 2,93 
3
 m
g
 s
.s
./
m
L
 K1 789 0,2837 2781,60 100 1356 0,4130 3283,09 100 100 0 
K2 950 0,3929 2418,23 100 867 0,4022 2155,64 100 100 0 
0 (K1) 943 0,2909 3241,66 116,54 1443 0,4142 3484,03 106,12 111,33 7,37 
24 (K1) 923 0,2735 3375,39 121,35 1761 0,4131 4262,89 129,84 125,60 6,01 
48 (K2) 1454 0,3852 3774,66 156,09 1014 0,3966 2556,73 118,61 137,35 26,51 
72 (K2) 1448 0,4008 3613,23 149,42 1086 0,4074 2665,68 123,66 136,54 18,21 
E
ta
n
o
ln
i 
ek
st
ra
k
ti
 
1
,5
 m
g
 
s.
s.
/m
L
 
K1 843 0,3305 2551,07 100 1017 0,2894 3514,17 100 100 0 
K2 890 0,3353 2654,74 100 1006 0,3051 3297,82 100 100 0 
0 (K1) 782 0,3535 2212,48 86,73 1041 0,3075 3385,37 96,33 91,53 6,79 
24 (K1) 617 0,3528 1748,87 68,55 835 0,2978 2803,90 79,79 74,17 7,94 
48 (K2) 667 0,3468 1923,30 72,45 801 0,3131 2558,70 77,59 75,02 3,63 
72 (K2) 648 0,3444 1881,53 70,87 778 0,3106 2505,23 75,97 73,42 3,60 
3
 m
g
 s
.s
./
m
L
 K1 800 0,3307 2419,48 100 1106 0,2910 3801,34 100 100 0 
K2 929 0,3370 2756,68 100 1085 0,3117 3481,47 100 100 0 
0 (K1) 699 0,3387 2063,77 85,30 1151 0,3047 3777,49 99,37 92,34 9,95 
24 (K1) 581 0,3379 1719,44 71,07 902 0,2871 3141,76 82,65 76,86 8,19 
48 (K2) 627 0,3439 1823,20 66,14 853 0,3004 2839,55 81,56 73,85 10,91 
72 (K2) 584 0,3393 1721,44 62,45 772 0,2852 2707,35 77,76 70,11 10,83 
* Zaradi enostavnejšega rokovanja z vzorci smo poskus tretiranja celic izpeljali ločeno za ekstrakte past ob času 0 in 24 ur ter ob času 48 in 72h, katere  
smo primerjali z ustreznimi kontrolami 
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 Priloga C2: Rezultati določanja in vivo antioksidativne učinkovitosti ekstraktov past z dodano kulturo Lb. brevis, ob času 0, 24, 48 in 72 h 
   1. ponovitev 2. ponovitev   
   F OD F/OD % F OD F/OD % povprečje SD 
V
o
d
n
i 
ek
st
ra
k
ti
 
1
,5
 m
g
 
s.
s.
/m
L
 
K1 * 823 0,2873 2864,60 100 624 0,4284 1456,75 100 100 0 
K2 823 0,2873 2864,60 100 700 0,4320 1620,56 100 100 0 
0 (K1) 853 0,2846 2997,72 104,65 738 0,4597 1605,57 110,22 107,43 3,94 
24 (K1) 761 0,2856 2664,57 93,02 671 0,4474 1499,94 102,96 97,99 7,03 
48 (K2) 806 0,2862 2816,70 98,33 725 0,4781 1516,58 93,58 95,96 3,35 
72 (K2) 802 0,2775 2890,09 100,89 711 0,4480 1587,05 97,93 99,41 2,09 
3
 m
g
 s
.s
./
m
L
 K1 1057 0,2854 3703,57 100 614 0,4328 1418,83 100 100 0 
K2 895 0,2958 3025,69 100 900 0,2877 3128,26 100 100 0 
0 (K1) 1222 0,2929 4172,78 112,67 736 0,4662 1578,72 111,27 111,97 0,99 
24 (K1) 1633 0,2903 5625,22 151,89 716 0,4476 1599,82 112,76 132,32 27,67 
48 (K2) 1565 0,3224 4854,22 160,43 1268 0,3049 4158,74 132,94 146,69 19,44 
72 (K2) 1434 0,3127 4585,87 151,56 1449 0,3079 4706,84 150,46 151,01 0,78 
E
ta
n
o
ln
i 
ek
st
ra
k
ti
 
1
,5
 m
g
 
s.
s.
/m
L
 
K1 831 0,3081 2697,61 100 985 0,2905 3390,71 100 100 0 
K2 718 0,2819 2547,45 100 730 0,3291 2218,17 100 100 0 
0 (K1) 676 0,2982 2267,32 84,05 844 0,2901 2909,84 85,82 84,93 1,25 
24 (K1) 596 0,3145 1895,07 70,25 757 0,2971 2547,96 75,15 72,70 3,46 
48 (K2) 536 0,3065 1748,78 68,65 608 0,3265 1862,17 83,95 76,30 10,82 
72 (K2) 502 0,2945 1704,87 66,92 640 0,3296 1941,75 87,54 77,23 14,58 
3
 m
g
 s
.s
./
m
L
 K1 879 0,3127 2811,45 100 990 0,2950 3356,50 100 100 0 
K2 816 0,3077 2651,93 100 777 0,3160 2458,86 100 100 0 
0 (K1) 728 0,3066 2374,43 84,46 878 0,2907 3020,82 90,00 87,23 3,92 
24 (K1) 593 0,2974 1994,28 70,93 743 0,2741 2711,18 80,77 75,85 6,96 
48 (K2) 567 0,3006 1886,54 71,14 542 0,3095 1751,49 71,23 71,19 0,07 
72 (K2) 554 0,3019 1835,35 69,21 668 0,3347 1996,12 81,18 75,19 8,47 
* Zaradi enostavnejšega rokovanja z vzorci smo poskus tretiranja celic izpeljali ločeno za ekstrakte past ob času 0 in 24 ur ter ob času 48 in 72h, katere 
smo primerjali z ustreznimi kontrolami 
